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O objectivo deste trabalho consistiu em estudar a participação da sobrecarga 
oxidante e da resposta inflamatória na insuficiência renal crónica (IRC). 
Determinaram-se concentrações plasmáticas de citocinas e moléculas de adesão na 
patologia e do NO, glutationo, homocisteína, ferro, ferritina e ácido úrico em controlos 
e doentes. As actividades enzimática do sintase do NO (eNOS), redutase da 
metahemoglobina (MTHbR), oxidorredutase dependente do NADH e fosfatase ácida 
foram avaliadas nestas populações. Os polimorfismos do eNOS, mieloperoxidase, 
redutase do metilenotetrahidrofolato e da haptoglobina foram estudados como 
possíveis factores de susceptibilidade genética. 
Verificou-se uma diminuição da razão GSH/GSSG e da actividade do oxidorredutase 
transmembranar associada a um aumento da MTHbR, demonstrando a presença de 
sobrecarga oxidante na patologia. Elevadas concentrações de citocinas e moléculas de 
adesão associaram um processo de inflamação crónica à IRC. 
Foram verificadas diferentes correlações entre a sobrecarga oxidante e a resposta 
inflamatória nomeadamente, entre nitrotirosina, IL-6 e sVCAM-1. Esta relação pode ser 
igualmente associada a um aumento da concentração plasmática de homocisteína e 
sua correlação com a ferritina sérica (um marcador de Fe livre). A fosfatase ácida 
apresentou uma correlação negativa com a concentração plasmática de nitrato, o que 
poderá indicar uma possível inibição do enzima pelo NO. 
Relativamente aos polimorfismos genéticos somente a haptoglobina aparenta ser 
um indicador de predisposição para a patologia, dada a  maior prevalência do fenótipo 
Hp2-2 na patologia.  
Assim, foi possível concluir-se que existem várias possíveis causas envolvidas na 
etiologia e progressão da insuficiência renal crónica. O valor experimental deste 
conhecimento poderá ter implicações práticas na descoberta de novos alvos e 
terapêuticas para a IRC. 
 
Palavras-chave: Insuficiência renal crónica, sobrecarga oxidante, resposta 
inflamatória, polimorfismos genéticos. 
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The objective of this work was to study the influence of oxidative stress and 
inflammatory response in chronic renal failure (CRF).  
Serum concentrations of cytokines and adhesion molecules were quantified in this 
pathology. Determnations of NO, glutathione, homocysteine, iron, ferritin and uric acid 
were done in control and disease groups. The enzyme activities of eNOS, 
methemoglobin redutase, transmembrane oxidoreductase and acid phosphatase were 
measured in the same population. The polymorphisms of eNOS, myeloperoxidase, 
methylenetetrahydrofolate reductase and haptoglobin were studied has possible 
genetic factors for CRF predisposition. 
A decrease in GSH/GSSG ratio and transmembrane oxidoreductase activity was 
observed, in addition with an increase in methemoglobin reductase, demonstranting 
the presence of oxidative stress in the pathology. The elevated serum concentrations 
of cytokines and adhesion molecules in CRF individuals related chronic inflammatory 
response to the pathology. 
Correlations were obtained between oxidative stress and inflammatory response, 
namely between nitrotyrosine, IL-6 and sVCAM-1. This relation may be associated with 
an increase in plasma homocysteine levels and its correlation with serum ferritin (a 
free iron marker). There was a negative correlation between acid phosphatase and 
serum nitrate levels, which imply an enzyme inhibition by NO.  
The results obtained for the genetic polymorphisms studied showed that only 
haptoglobin might be useful has a genetic marker of CRF, due to the higher prevalence 
of phenotype Hp2-2 in the pathology. 
In this study it was possible to conclude that there are several possible causes 
involved in the etiology and progression of chronic renal failure. The experimental 
value of such knowledge may have practical implications in the discovery of new 
targets and therapeutics for CRF. 
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ACP1:    Fosfatase ácida 1 (Acid Phosphatase 1) 
ADMA:  Dimetilarginina Assimétrica (Asymmetric Dimethylarginine) 
Asc:   Ascorbato 
BH2:  Dihidrobiopterina 
BH4:  Tetrahidrobiopterina 
CaM:  Calmodulina (Calcium Modulated Protein)  
CBS:  Cistationina--Sintase 
cGMP:  Guanina monofosfato cíclico (Cyclic Guanine Monophosphate) 
DMSO:  Dimetil Sulfóxido 
eNOS:  Sintase do Óxido Nítrico Endotelial (Endothelial Nitric Oxide Synthase) 
FMN:   Mononucleótido de Flavina (Flavin Mononucleotide) 
G6PD:  Glucose-6-Fosfato-Desidrogenase (Glucose-6-Phosphate-Dehydrogenase) 
GPX:   Glutationo Peroxidase 
GSH:   Glutationo Reduzido 
GSSG:  Glutationo Oxidado 
H2O2:   Peróxido de Hidrogénio 
Hb:   Hemoglobina 
HClO:   Ácido Hipocloroso 
Hcy:  Homocisteína (Homocysteine) 
Hp:  Haptoglobina 
ICAM:  Molécula de Adesão Celular Intercelular (Intercellular Adhesion Molecule) 
IFN:  Interferão (Interferon) 
IgA:  Imunoglobulina A 
IgAN:  Nefropatia IgA (IgA Nephropathy) 
IgG:  Imunoglobulina G 
IL-1:  Interleucina-1 
IL-3:  Interleucina-3 
IL-4:  Interleucina-4 
IL-6:  Interleucina-6 
IL-8:  Interleucina-8 
IL-10: Interleucina-10 
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iNOS:     Sintase do Óxido Nítrico Indutível (Inducible Nitric Oxide Synthase)  
IRA:        Insuficiência Renal Aguda 
IRC:        Insuficiência Renal Crónica 
LDL:        Lipoproteína de Baixa Densidade (Low-Density Lipoprotein) 
MAPK:    Proteína Quinase Activada por Mitogénio (Mitogen-Activated Protein Kinase) 
MetaHb:  Metahemoglobina 
MPO:      Mieloperoxidase 
MS:      Metionina Sintase 
MTHbR:   Redutase da metahemoglobina (Methemoglobin Reductase) 
MTHFR:  Redutase do Metilenotetrahidrofolato (Methylenetetrahydrofolate 
Reductase) 
NBT:       Nitro Blue Tetrazolium Chloride 
NCAM:    Molécula de adesão celular neuronal (Neural Cell Adhesion Molecule) 
NEM:      N-etilmaleimida   
NHLA:     N-hidroxi-L-arginina  
nNOS:    Sintase do Óxido Nítrico Neuronal (Neuronal Nitric Oxide Synthase) 
NO:    Óxido Nítrico (Nitric Oxide)  
NO2:    Dióxido de Azoto 
NO2 
.:    Nitrito 
OPT:      Orto-ftaldeído 
PCR:    Polymerase Chain Reaction 
PECAM:  Molécula de Adesão Endotelial e Plaquetária (Platelet Endothelial Cell   
Adhesion Molecule) 
PTK:   Proteína Tirosina Quinase (Protein Tyrosine Kinase) 
PTP:   Proteína Tirosina Fosfatase (Protein Tyrosine Phosphatase) 
RNS:   Espécie Reactiva de Azoto (Reactive Nitrogen Species) 
ROS:     Espécie Reactiva de Oxigénio (Reactive Oxygen Species) 
RTM:     Redutase Transmembranar 
SAH:     S-Adenosil-L-homocisteína 
SAM:     S-adenosilmetionina 
STATs: Transdutor de Sinal e Activador da Transcrição (Signal Transducers and    
Activator of Transcription) 
VCAM:  Molécula de Adesão Celular Vascular (Vascular Celullar Adhesion Molecule) 
TNF:     Factor de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor) 
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TNFR:  Receptor do Factor de Necrose Tumoral (Tumor Necrosis Factor Receptor) 
VEGF: Factor de Crescimento Vascular Endotelial (Vascular Endothelial Growth Factor) 
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A insuficiência renal crónica consiste numa perda progressiva da função renal, 
caracterizada por um estado de sobrecarga oxidante e inflamatório constante, que se 
não for devidamente tratada resulta na diminuição da qualidade de vida do sujeito e 
que favorece o aparecimento de outras patologias especialmente ao nível do sistema 
circulatório. 
 
O objectivo deste trabalho foi o estudo das condições/moléculas indutoras do 
processo inflamatório na insuficiência renal, com particular relevância para os 
mecanismos responsáveis pelo início do processo de forma a se verificar a possível 
existência de uma predisposição para a insuficiência renal crónica tanto a nível 
oxidante como da resposta inflamatória. 
 
Neste trabalho estudou-se a relação entre a insuficiência renal crónica e o processo 
inflamatório, ao nível de factores genéticos e parâmetros bioquímicos: 
 
 Processo inflamatório: 
- Sobrecarga oxidante: NO, NOS, glutationo, redutase da metahemoglobina 
(MTHbR), oxidorredutase (aceitador) dependente do NADH (RTM), 
haptoglobina (Hp) e mieloperoxidase (MPO); homocisteína e redutase do 
metilenotetrahidrofolato (MTHFR); ferro, ferritina e ácido úrico 
 
 Moléculas de adesão: 
- E-selectina;  
- Molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1)  
 
 Citocinas: 
- Interleucina-6 (IL-6);  
- Factor de necrose tumoral (TNF-) 
 
 Fosfatase ácida 1 (ACP1, regula processos celulares) 
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O rim é o principal órgão envolvido na manutenção do equilíbrio químico do 
organismo, realizando esta função através da excreção, reabsorção e síntese de 
compostos específicos. Dado o seu papel, alterações graves na homeostase do 
organismo são, muito frequentemente, detectadas por análise dos produtos excretados 
por este órgão. Estas alterações podem envolver processos imunitários e inflamatórios 
do próprio organismo, que se não controlados podem resultar em lesão renal. Se não 
forem precocemente reparadas, essas lesões podem causar um mau funcionamento 
renal, resultando numa patologia de insuficiência renal.  
 
1. Insuficiência Renal 
A insuficiência renal (IR) consiste numa patologia em que os rins deixam de 
funcionar correctamente com um decréscimo da velocidade de filtração glomerular 
(VFG), esta condição é geralmente detectada por elevados níveis de creatinina 
plasmática e pode ser consequência ou causa de inúmeras outras patologias (IR está 
associada a diversas doenças cardiovasculares). A insuficiência renal pode manifestar-
se sob duas formas: aguda e crónica. 
 Insuficiência renal aguda (IRA), reversível conforme o caso: Consiste numa perda 
progressiva e rápida da função renal resultando numa perda súbita das suas 
capacidades de excreção, produção de urina, conservação de electrólitos e 
manutenção do equilíbrio dos fluídos corporais. As causas deste tipo de 
insuficiência renal têm origem em situações como: choque, desidratação, 
infecção, toxinas, hemólise e rabdomiólise (hemoglobina e mioglobina danificam 
túbulos renais), tumores, obstrução do tracto urinário (ex.: litiase renal), etc… 
(Shrier et al, 2004). 
 Insuficiência renal crónica (IRC) irreversível: Consiste numa perda progressiva e 
lenta (meses ou anos) da função renal, cuja progressão é classificada em 
diferentes estádios de 1 (função renal pouco diminuída) a 5 (função renal muito 
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diminuída, sendo necessário diálise ou transplante). As causas mais comuns 
deste tipo de insuficiência renal são: a diabetes, a hipertensão e a 
glomerulonefrite. Indivíduos com esta patologia tendem a sofrer de aterosclerose 
acelerada e de um aumento da incidência de doença cardiovascular (30 vezes 
mais do que indivíduos saudáveis) (Sarnak et al, 2003). 
Os sintomas mais comuns de IR (além dos elevados níveis de creatinina no plasma) 
envolvem: alterações da pressão sanguínea, no pH (acumulação de ácido úrico, 
sulfatos, fosfatos e diminuição da concentração plasmática de bicarbonato), da 
concentração de diversos iões (ex.: potássio e cálcio) e hematuria, com diversas 
patologias associadas. 
Diversos estudos relacionam processo inflamatório com a IR. Alguns exemplos são o 
facto do iNOS (sintase de NO relacionada com o sistema imunitário) poder contribuir 
para a lesão do túbulo renal na IRA e a reacção de NO com espécies reactivas de 
oxigénio produzir peroxinitrito que também causa lesões no túbulo renal (Shrier et al, 
2004). 
 
1.1 Insuficiência Renal Crónica 
Como já foi referido a insuficiência renal crónica consiste numa perda lenta e 
progressiva da função renal. Esta patologia é caracterizada por afectar os glomérulos e 
os túbulos renais, apresentando falhas no processo de filtração devido ao deficiente 
funcionamento dos componentes afectados. Esta diminuição da capacidade renal 
traduz-se numa acumulação de toxinas, excreção de proteínas na urina e em 
desequilíbrio químico do organismo. 
As principais causas de insuficiência renal crónica são: doença glomerular, doença 
tubulointersticial, doença vascular e doença poliquística. 
 
As principais características da insuficiência renal crónica residem no facto desta ser 
irreversível e da sua progressão ser constante até ao seu estádio final, no qual a 
quantidade de sangue filtrado poderá vir a ser 10-20% do normal. 
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A progressão da insuficiência renal crónica pode ser observada quando ocorre lesão 
em certos glomérulos do rim. Nesta situação, a arteríola eferente contrai, dificultando a 
saída do sangue e aumentando a pressão nas paredes do glomérulo, o que resulta 
num aumento do volume filtrado pelos glomérulos normais e num regresso à filtração 
normal. No entanto, a constante pressão acima do normal força as células da parede 
do glomérulo a afastar-se ligeiramente, permitindo a passagem de outras moléculas 
que em situações normais não seriam filtradas. Entre estas moléculas encontram-se 
proteínas que ao alojarem-se nos tecidos circundantes ao glomérulo induzem um 
processo inflamatório, o qual resulta em recrutamento de células imunitárias. Os 
macrófagos podem aumentar a lesão glomerular por libertação de citocinas pró-
inflamatórias e moléculas de adesão. Devido a estes compostos pode ocorrer bloqueio 
do glomérulo, inflamação dos túbulos renais (com alteração da sua composição 
química) e fibrose progressiva do rim (cujo mecanismo é ainda desconhecido), com 
consequente perda de função renal (Wang et al, 2007) 
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Figura 1: Mecanismo da progressão da IRC resultante de dano glomerular, 1: Glomérulos saudáveis; 2: 
Lesão no glomérulo causa diminuição do volume filtrado; 3: Contracção do vaso sanguíneo e aumento da 
pressão nas paredes do glomérulo e consequente normalização da filtração. 
 
Estudos realizados revelam que a maioria dos pacientes com insuficiência renal 
crónica apresentam inflamação crónica, surgindo esta como uma causa significativa da 
morbilidade e mortalidade verificada nestes pacientes (Cazzvillan et al, 2007). Estas 
conclusões têm como base a existência de uma relação inversa entre a velocidade de 
filtração glomerular e concentração de marcadores inflamatórios de fase aguda (ex.: 
proteína C reactiva), e no facto de inflamação crónica estar relacionada com 
complicações presentes na insuficiência renal crónica, como aterosclerose acelerada, 
resistência à insulina, aumento do catabolismo muscular, perda de apetite e 
osteodistrofia renal. (Pecoits-Filho et al, 2005). 
A diminuição da função renal também contribui para a inflamação devido à 
diminuição da eliminação de moléculas participantes na resposta inflamatória (ex.: 
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citocinas) e de toxinas  as quais contribuem para a sobrecarga oxidante e causam 




O processo inflamatório consiste numa das respostas iniciais do sistema imunitário à 
infecção. Tem como objectivo estabelecer uma barreira física contra a propagação da 
infecção e promover a reparação de tecidos danificados após a eliminação dos agentes 
patogénicos. 
A iniciação e progressão do processo inflamatório requer o envolvimento de 
leucócitos, que são recrutados a partir do sangue até aos tecidos alvo, num processo 
denominado de extravasão, o qual é mediado por moléculas de adesão.  
Estas moléculas consistem, na sua maioria, em proteínas expressas nas membranas 
do endotélio da parede do vaso sanguíneo e de leucócitos, e são responsáveis pela 
captação das células imunitárias por parte do endotélio e pelo seu deslocamento ao 
longo da parede do vaso de forma a chegarem ao local de acção (Milstone et al, 2000).  
 
Nos tecidos alvo os leucócitos produzem citocinas, que consistem em pequenas 
proteínas com diversas funções. Estas moléculas actuam em baixas concentrações, de 
forma autocrina, paracrina e endócrina (quando em circulação), e de forma antagónica 
ou sinérgica. O seu modo de acção envolve a ligação a receptores membranares 
específicos, existentes em diversas células e que podem ter funções diferentes, 
sinalizando acções de: proliferação celular, secreção de moléculas efectoras e/ou 
alteração da expressão genética dos receptores de membrana (incluindo os das 
citocinas). As citocinas dividem-se em diversas classes: interleucinas, factores de 
necrose tumoral, interferões, factores de crescimento e quimiocinas (Bown, 2001). 
A indução do processo inflamatório por parte de citocinas resulta na regulação 
positiva de diversas moléculas de adesão e de células endoteliais nos vasos perto do 
local, permitindo assim um maior influxo de leucócitos (Ou et al, 2007) que também 
podem libertar outras citocinas. 
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De acordo com diversos estudos, se citocinas forem libertadas em concentrações 
elevadas, podem entrar na circulação, tendo acesso a órgãos distantes do local inicial, 
este fenómeno foi associado principalmente às citocinas IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-e a 
disfunções do sistema renal, cardiovascular, respiratório, nervoso e músculo 
esquelético (Bwon, 2001). 
 
O processo inflamatório pode ser classificado em agudo ou crónico.  
O primeiro consiste num processo de curta duração com fenómenos de edema, 
rubor, calor e perda de função nos tecidos devido à infiltração por plasma e leucócitos. 
Ocorre enquanto um estímulo estiver presente e cessa quando este desaparece, tal é 
auxiliado pelo curto tempo de semivida dos mediadores inflamatórios e pela sua rápida 
degradação ao nível dos tecidos (Ward e Lentsch, 1999). 
 
Quando a resposta inflamatória não é finalizada estamos perante um caso de 
inflamação crónica (característica da insuficiência renal crónica). Esta consiste num 
processo inflamatório persistente, com alteração celular progressiva no local de 
inflamação devido à destruição e cicatrização simultânea do tecido. Dada a persistência 
do estímulo inflamatório, o recrutamento de monócitos, macrófagos e linfócitos 
mantém-se. Este mecanismo está na base da relação do processo inflamatório com a 
aterosclerose, visto induzir a formação de placas de ateroma (Stitzinger, 2007). 
Em ambos os tipos de inflamação, um mecanismo característico consiste na 
peroxidação de lípidos com formação de lípidos bioactivos. Nesta reacção observa-se a 
peroxidação de membranas e lipoproteínas fosfolipídicas com consequente disrupção 
de biomembranas e disfunção celular, e a formação de lípidos bioactivos como 
produtos oxidados de ácidos gordos poli-insaturados que participam na formação de 
quimioatractores, eicosanóides pró-inflamatórios e outras moléculas oxidadas 
envolvidas na sinalização celular (Zhang et al, 2002). 
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2.1. Sobrecarga Oxidante 
Os radicais livres consistem em moléculas caracterizadas por terem pelo menos um 
electrão desemparelhado. Esta característica torna-os extremamente reactivos visto 
terem tendência a remover electrões de moléculas próximas, destabilizando-as. Dada 
esta reactividade, os radicais livres exercem funções importantes no organismo (ex.: 
imunidade e vasodilatação), contudo se não forem controlados podem ter efeitos 
nefastos para o organismo, podendo causar alterações em diversos tecidos. Uma das 
principais lesões oxidantes envolve as espécies reactivas de oxigénio (ROS), estas são 
originadas na respiração aeróbia, e estão envolvidas em processos como lesão de DNA 
e oxidação de lípidos e proteínas (Pan et al, 2008). 
O controlo de radicais livres é portanto essencial ao bom funcionamento do 
organismo.  
 
De forma a manter o seu equilíbrio redox, o organismo está dotado de diversos 
mecanismos de defesa antioxidante. Os sistemas de defesa antioxidante envolvem 
sistemas enzimáticos (como superóxido dismutases, redutase da metahemoglobina, 
catalase, peroxidases e transferases) e moléculas com acção antioxidante (como o 
glutationo,  a vitamina E e o ácido úrico). 
Numa situação em que ocorra um desequilíbrio entre os sistemas de defesa 
antioxidante e os níveis de radicais livres, com tendência para este último, estamos 
perante uma situação de sobrecarga oxidante, estando esta associada a lesão de 
células e a uma possível resposta inflamatória (Wright et al, 2006). 
A sobrecarga oxidante tem sido associada ao desenvolvimento de diversas 
patologias dado poder danificar diversas zonas do organismo.  
Um exemplo das consequências da sobrecarga oxidante envolve o metabolismo da 
glucose, onde o excesso de ROS tem sido indicado como uma das causas do 
desenvolvimento de resistência à insulina, disfunção de células β, diminuição da 
tolerância à glucose e desenvolvimento de diabetes mellitus. Estando também 
associado à progressão de complicações nesta patologia (ex.: disfunções vasculares) 
(Wright et al, 2006). O aumento da concentração de glucose é responsável pela 
formação de moléculas dicarbonil que ao reagirem com grupos amina de proteínas, 
originam produtos finais de glicação avançada (AGEs) (Basta et al, 2007). Estes 
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produtos ligam-se a receptores específicos (RAGEs) induzindo a formação de ROS 
intracelular e activando a via do NF-kB (Yan et al, 1994). A activação da via do NF-KB 
tem como consequência o aumento da expressão de diversas citocinas, resultando 
num desenvolvimento do processo inflamatório no local através da expressão de 
diversas citocinas pró-inflamatórias e moléculas de adesão (Basta et al, 2002). A 
sobreexpressão de moléculas de adesão pode ter como consequência a formação da 
placa de ateroma, um dos problemas vasculares associados à diabetes (Marfella et al, 
2000). 
A activação de NF-kB por parte de ROS também se pode traduzir num aumento da 
expressão de iNOS (sintase de óxido nítrico envolvida no sistema imunitário), este 
enzima, como será referido mais à frente, inibirá a expressão de eNOS por auto-
inibição (sintase do óxido nítrico endotelial) e reagirá com ROS (em excesso dada a 
situação de sobrecarga oxidante) formando peroxinitrito, tendo como resultado final a 
diminuição da biodisponibilidade em NO no endotélio, induzindo vasoconstrição (e 
consequentemente aumento da pressão arterial) (Du et al, 2001; Spitaler e Graier, 
2002). O próprio peroxinitrito é tóxico, sendo responsável por lipoperoxidação, 
oxidação de proteínas e nitrosação de aminoácidos (Beckman e Koppenol, 1996). 
Apesar da patologia aqui apresentada ser a diabetes, o aumento da concentração 
de ROS de forma pouco controlada pode ser consequência de outros factores, 





O glutationo é o principal antioxidante celular e consiste num tripéptido (glutamato, 
cisteína e glicina) presente em microorganismos e células animais e vegetais, estando 
envolvido na primeira linha de defesa contra a sobrecarga oxidante, na desintoxicação 
de xenobióticos, na modulação da transdução de sinal regulada por reacções redox, 
armazenamento e transporte de cisteína, regulação da proliferação celular, síntese de 
desoxirribonucleótidos, regulação da resposta imunitária, regulação de leucotrienos e 
metabolismo de prostaglandinas. (Pasaoglu et al, 1997; Santangelo et al, 2004). 
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O glutationo existe sob duas formas: a reduzida, GSH, que é a que existe em maior 
concentração no organismo e cuja a presença em níveis adequados é essencial na 
função protectora contra radicais livres e xenobióticos, através do seu papel como 
redutor em reacções de oxidação, e a oxidada, GSSG, que é formada por dois GSH 
unidos por uma ligação persulfureto, sendo resultado do papel protector do GSH. Logo 
a diminuição de níveis de GSH e o aumento dos níveis de GSSG podem indicar a 
depleção das reservas antioxidantes, sendo que a concentração de GSSG não deve 




Figura 2: Estrutura do GSH e do GSSG 
 
A estrutura do tripéptido confere características essenciais para o seu metabolismo 
e funções. Destas convém referir (Marinho H, 1995): 
  
 Ligações péptidicas conferem estabilidade e especificidade visto que é 
necessário o enzima glutamil transferase das células para as quebrarem (este 
enzima, quando presente, encontra-se na superfície externa das membranas 
celulares). 
 Presença de um grupo tiol ou sulfidrilo no GSH que permite a sua ligação a 
xenobióticos, diminuindo a sua citotoxicidade, pois facilita a sua eliminação. 
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A biossíntese do glutationo ocorre principalmente nos hepatócitos em dois passos 
(Masher P, 2005): 
 
 Formação de -glutamilcisteína: -glutamilcisteína sintetase catalisa a formação 
deste composto a partir de L-glutamato e L-cisteína; 
 Formação de GSH: O GSH é formado a partir de -glutamilcisteína e L-glicina 
pelo sintetase do GSH. 
 
 
Figura 3: Biossíntese do GSH (adaptado de http://www.med.unibs.it/~marchesi/ppp.html) 
 
 
O GSH também pode ser obtido a partir do GSSG num ciclo de oxidação-redução. 
Neste o GSH é oxidado a GSSG, numa reacção catalisada pelo peroxidase do glutationo 
(GPX), em que peróxido de hidrogénio é convertido em água, podendo depois o GSSG 
ser reduzido a GSH numa reacção catalisada pelo redutase de glutationo com consumo 
de uma molécula de NADPH (Schraufstatter et al, 1985). 
 
 
Figura 4: Ciclo de oxidação redução do glutationo, GR: redutase do glutationo, GPX: Peroxidase do 
glutationo. GSH é oxidado a GSSG pelo GPX, onde o H2O2 é convertido a água. GSSG pode ser reduzido 
pelo redutase do glutationo em que NADPH serve como cofactor  (adaptado de 
http://www.benbest.com/nutrceut/NAC.html) 
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A síntese do GSH é regulada por alterações na função celular e no ambiente redox. 
Observou-se que as concentrações de GSH aumentam após exposição de células a 
ROS/RNS (espécies reactivas de azoto). Os mecanismos associados incluem regulação 
transcricional do gene que codifica o -glutamilcisteína sintetase. Polimorfismos neste 
gene foram associados a disfunção endotelial vasomotora e enfarte do miocárdio (Kevil 
et al, 2004). 
 
Relativamente à relação do GSH com a insuficiência renal crónica e o processo 
inflamatório, observa-se que em pacientes com IRC ocorre a diminuição da 
concentração de GSH eritrocitário (resultante da diminuição da disponibilidade de 
NADPH e da actividade de desidrogenase da glucose-6-fosfato, G6PD) e da actividade 
do GPX. Esta diminuição pode ser consequência da acumulação de metabolitos e 
toxinas inibitórias do sistema enzimático do GSH por mau funcionamento renal 
(Pasaoglu et al, 1997).  
Os mecanismos pelo qual o GSH se relaciona com o processo inflamatório e 
insuficiência renal crónica incluem: 
 
 O GSH consistir numa fonte de cisteína para o funcionamento de células T, sendo 
captado por macrófagos e linfócitos. Logo uma diminuição da resposta imunitária 
pode ser consequência de baixa concentração de glutationo (Santangelo et al, 
2004); 
 O GSH afecta a proliferação de linfócitos T através da sua influência sobre as 
interleucinas IL-2, IL-3 e IL-4 (Liang et al, 1989; Liang et al, 1991). Estas 
interleucinas estão envolvidas em diversos processos em linfócitos T, incluindo 
proliferação e efeitos imunomoduladores (Ruscetti et al, 1977; Farrar et al, 
1984). O efeito do GSH nas interleucinas pode envolver a sua acção sobre a 
ligação dissulfídica das interleucinas, reduzindo-a ou actuando sobre as células 
alvo das interleucinas, alterando a capacidade de resposta a estas. 
 O GSH influenciar a resposta da célula endotelial à inflamação inibindo a lesão 
celular por parte de ROS, RNS (espécies reactivas de azoto) e lípidos oxidados 
envolvidos na aterogénese (Kevil et al, 2004). A lesão das células endoteliais tem 
origem (como já foi referido) principalmente na diminuição da disponibilidade de 
NO e lipoperoxidação;   
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 GSH prevenir a indução de ICAM-1 (molécula de adesão intracelular), protegendo 
contra interacções excessivas entre leucócitos e células endoteliais. Estando o 
aumento da expressão de ICAM-1 associado a uma diminuição da síntese do 
tripéptido. A ICAM-1 consiste numa molécula expressa em células endoteliais 
vasculares que medeia a aderência leucocitária, estando envolvida em diversas 
patologias vasculares (ex.: aterosclerose). As vias de sinalização da ICAM-1 não 
são completamente conhecidas, no entanto julga-se que a forma como afecta o 
GSH envolve a alterações no -glutamilcisteina sintetase, via ROS e RNS (Kevil et 
al, 2004). 
 
Verificou-se que em indivíduos com insuficiência renal crónica existe um estado 
de sobrecarga oxidante e que este contribui para a desregulação do sistema 
imunitário (Santangelo, 2004), pelo que IRC pode causar e ser causa de sobrecarga 
oxidante, estando este factor relacionado com a disfunção endotelial e 
consequentemente, ser de grande importância na mortalidade observada em 
doenças cardiovasculares associadas à insuficiência renal crónica (Kevil et al, 2004).  
 
  
2.1.2 Oxidoredutase (aceitador) dependente do NADH 
 
O glóbulo vermelho, devido à sua função de transporte de O2/CO2 encontra-se 
exposto a fontes de ROS. Dado não apresentar núcleo ou mitocôndrios, esta célula não 
ressintetiza nenhum enzima antioxidante, sendo a sua estabilidade e capacidade 
antioxidante assegurada através do transporte transmembranar de electrões, cujos 
aceitadores fisiológicos dos sistemas de transporte são pouco conhecidos, Assim, o 
estudo destes sistemas é efectuado com aceitadores electrónicos não fisiológicos que 
não atravessem a membrana plasmática (ex.: ferricianeto e NBT) (Kennet e Kuchel, 
2003).  
Diversos sistemas de transporte de electrões foram identificados, envolvendo 
proteínas membranares e NADH ou ascorbato como dadores de electrões. Estes 
sistemas apresentam papéis essenciais no organismo, como controlo de funções 
celulares, controlo redox do crescimento e desenvolvimento celular (Coutinho, 2002). 
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O oxidoredutase (aceitador) dependente do NADH consiste num complexo multi-
enzimático transmembranar, de peso molecular aproximado de 40 kDa , presente em 
diversas células eucarióticas. A sua localização na membrana foi determinada através 
da observação de que a sua actividade era inibida por reagentes pouco permeáveis 
(Grebing et al, 1984). 
Este sistema é caracterizado por oxidar NADH (com origem na glicólise) num local 
de ligação (desconhecido) na face interna da membrana celular na presença de 
aceitadores de electrões no exterior, como por exemplo ferricianeto de potássio 
(aceitador não fisiológico mais utilizado), que se ligam num local na face externa da 
membrana. O facto deste complexo poder também usar ascorbato como dador de 
electrões ainda não foi determinado (Coutinho, 2002). 
 
Figura 5: Oxidoredutase (aceitador) dependente do NADH na membrana do glóbulo vermelho,  
A é o aceitador oxidado, A- é o aceitador reduzido 
 
O enzima desempenha uma função importante na manutenção do equilíbrio redox 
no glóbulo visto ser responsável pela remoção de electrões ao nível da membrana. 
Logo, a  diminuição da sua actividade resulta no aumento da sobrecarga oxidante na 




2.1.3 Redutase da Metahemoglobina 
Outro dos enzimas que adquire particular relevância no eritrócito é o redutase da 
metahemoglobina (citocrómio-b5 redutase ou redutase do citocrómio b5 dependente 
do NADH, MTHbR), que consiste numa flavoproteína (contém FAD como grupo 
prostético) oxidoredutase existente nos eritrócitos que catalisa a redução de 
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metahemoglobina (metaHb) a hemoglobina (Hb) na presença de NADH e de um 
transportador de electrões intermediário (Kuma, 1981).  
 
Figura 6: Conversão da Metahemoglobina (MetHb) em Hemoglobina (Hb) por parte do MTHBR (adaptado 
de Smith, 1996) 
 
O NADH, tal como no oxidoredutase, tem origem na glicólise pelo que um aumento 
da actividade de um dos enzimas costuma estar relacionado com a diminuição da 
actividade de outro. Esta relação costuma ser regulada pelo oxidoredutase, visto o 
MTHBR só actuar quando existe uma elevada sobrecarga oxidante, resultante na 
formação de metaHb, situação esta que é prevenida pelo bom funcionamento da 
oxidoredutase. 
Um aumento da concentração de oxidantes no eritrócito está envolvido na activação 
do MTHBR através da estimulação da glicólise pela fosforilação da tirosina da proteína 
de banda 3, uma proteína envolvida na regulação da glicólise devido à sua participação 
na transdução de sinal por parte da insulina (via que envolve a activação de uma 
proteína tirosina cinase e consequente fosforilação referida) (Marques et al, 1999). 
 
Deficiência do MTHbR pode resultar em metahemoglobinémia, uma patologia 
caracterizada por um excesso de metaHb nos eritrócitos e que diminui a capacidade 
transportadora de oxigénio nestas células. A presença de MetHb resulta num aumento 
na rigidez do eritrócito resultando em hemólise, e consequente libertação da metaHb 
na circulação. Em fenómenos de hemólise com libertação de Hb e heme (Fe(II)), estes 
são oxidados espontaneamente a metHb (se não for captada por haptoglobina) ou 
hemina (Jeney et al, 2002). 
A metaHb promove a inflamação e oxida lipoproteínas promovendo a aterosclerose. 
Este efeito ocorre devido ao ferro-hémico (Fe(III)) libertado da metaHb. A metaHb  
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livre activa células endoteliais por estimulação de IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1 e 
VCAM-1 que participam na resposta inflamatória (Umbreit, 2007). 
 
Tanto o oxidoredutase como o MTHbR dependem de NADH originado da glicólise 
pelo que patologias que afectem o metabolismo da glucose vão perturbar a 
manutenção do equilíbrio redox do glóbulo. Uma destas patologias é a diabetes 
mellitus, que devido à diminuição da acção da insulina com a consequente diminuição 
da glicólise e de formação de NADH resulta numa menor actividade dos enzimas 




Haptoglobina (Hp) consiste numa proteína de fase aguda presente no plasma, onde 
se liga com alta afinidade à Hb livre, formando um complexo que não pode ser filtrado 
pelo rim e que será eliminado por hepatócitos (dissociação do complexo e conversão 
da Hb em bilirrubina) (Langlois et al, 1997). Ao fazer parte do mecanismo de 
eliminação da Hb livre pós-hemólise, a Hp protege o organismo de diversas lesões 
oxidantes por parte do ferro (ex.: acumulação de radicais livres através de reacções de 
Fenton). 
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Figura 7: Captação da Hemoglobina pela Haptoglobina (adaptado de Kristiansen et al, 2001) 
A sua produção dá-se principalmente ao nível dos hepatócitos, consistindo num 
tetrâmero formado por quatro cadeias polipeptídicas, duas (apresentam um local 
específico de ligação à Hb) e duas  (apresentam dois locais de ligação à Hb), 
conectadas por pontes persulfureto (Raugei et al, 1983). 
No ser humano o gene Hp localiza-se no cromossoma 16q22 e apresenta dois tipos 
de alelos, denominados Hp1 e Hp2, que originam três fenótipos diferentes da proteína, 
com diferentes propriedades: Hp1-1 (86kDa), Hp2-1 (86-300kDa) e Hp2-2 (>200kDa) 
(Maeda, 1985).  Verifica-se a existência de um elemento de resposta à citocina 
interleucina-6 (IL-6) no gene Hp. De facto, observa-se que a síntese de Hp é induzida 
por diversas citocinas, sendo característico de proteínas de fase aguda (Marinkovic and 
Baumann, 1990; Oliviero and Cortese, 1989). O mecanismo pelo qual receptores de  
IL-6 activam o gene Hp julga-se estar relacionado com os factores de transcrição de 
STAT3 (signal transducer and activator of transcription-3) e CAAT/EBP (enhancer 
binding protein ) (Wang et al, 2001). 
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A Hp é produzida e tem funções durante a resposta inflamatória, sendo observado 
um aumento da sua concentração em situações de lesão tecidular/necrose (Kazim and 
Atassi, 1981). Nestas situações além da captação de ferro pós-hemólise que previne o 
uso deste por bacterias, a Hp está envolvida na: (Murata e Myamoto, 1993; 
Rossbacher et al, 1999; Guetta et al, 2007): 
 
 Modulação das funções de linfócitos e macrófagos (ex.: genótipo Hp modula 
produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias em macrófagos 
expostos a Hb livre) (Guetta et al, 2007); 
 Fagocitose, sendo a Hp captada por neutrófilos e segregada durante este processo 
imunitário (Berkova et al, 1999); 
 Inibir ou favorecer (conforme a concentração) a mitogénese em células B em 
resposta a endotoxinas bacterianas (Murata e Myamoto, 1993); 
 Inibe resposta quimiotáctica e actividade bactericida intracelular em granulócitos 
(Rossbacher et al, 1999); 
 Estimula angiogénese (Cid et al, 1993).  
 
Relativamente aos fenótipos da Hp e a sua relação com estes processos, verifica-se 
que o Hp1-1 capta com maior afinidade a Hb livre (reduzindo respostas inflamatórias 
associadas) e que protege contra o desenvolvimento de nefropatias em pacientes 
diabéticos (Langlois et al, 1997; Burbea et al, 2004). O Hp 2-2 e o Hp 2-1 apresentam 
menor afinidade de ligação à Hb livre, sendo o Hp 2-2 o que apresenta afinidade mais 
baixa e estando associado a doenças cardiovasculares (Langlois et al, 1997; Awdallah e 
Hamad, 2003). 
Recentemente observou-se que os efeitos da Hp na insuficiência renal crónica 
apresentam ser dependentes da idade, estando o fenótipo Hp1-1 associado a um 
decréscimo na mortalidade em indivíduos diabéticos idosos e o Hp2-2 apresenta o 
mesmo efeito em indivíduos mais novos (Burbea et al, 2004). 
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2.1.5 Óxido nítrico 
 
O óxido nítrico (NO) consiste num radical livre envolvido em diversos mecanismos 
benéficos e prejudiciais no organismo. Apesar de poder ser formado a partir de nitrito 
a pH ácido, a sua principal fonte consiste na transformação enzimática, catalizada 
pelas sintases de óxido nítrico (nNOS, iNOS e eNOS), de L-arginina a L-citrulina 
(Gorren et al, 2002).  
Células endoteliais, macrófagos e neutrófilos sintetizam e libertam NO, podendo 
este ser captado pela mioglobina e hemoglobina (Hb), nesta última a sua saturação 
com oxigénio influencia a ligação do NO e vice-versa. O NO também é usado para 
modular a deformabilidade dos eritrócitos (quando pressionados contra capilares) 
interagindo com a membrana (Jubelin et al, 1996). 
 
Uma vez formado, o NO exerce a sua actividade biológica por uma série de 
mecanismos em proteínas do citoplasma (proteínas influenciadas pelo NO podem ser 
modificadas por nitrosação directa), ao nível do núcleo ou por difusão em tecidos 
adjacentes (ex.: músculo liso) e elementos em circulação (ex.: plaquetas). Uma  
importante reacção biológica do NO consiste na S-nitrosação, a conversão de grupos 
tiol em resíduos de cisteína em proteínas, formando S-nitrosotiois. Este mecanismo é 
importante para a regulação pós-traducional de diversas classes de proteínas (Foster e 
Stamler, 2004). 
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Tabela 1: Reacções envolvendo o NO e seus derivados (adaptado de Çundberg et al, 
2008) 
Tipo de reacção Via Reacção 
Formação de nitrito 
Auto-oxidação do NO 4•NO + O2 + 2H2O → 4NO2


















Nitrato redutase bacteriana NO3
- + e- + H+ → NO2
-
 + H2O 
Redução de nitrito 
Desoxihemoglobina/mioglobina NO2













- + H+ → HNO2 
2HNO2 → 2N2O3 + H2O 
N2O3 → 
•NO + •NO2 
Ascorbato 
NO2
- + H+ → HNO2 
2HNO2 + Asc → 2
•NO + deshidroAsc + 2H2O 
Polifenóis (Ph-OH) 
NO2
- + H+ → HNO2 
Ph-OH + HNO2 → Ph-
•O + •NO + H2O 
Desoxihemoglobina 4NO2
- + 4HbFe2+ → 4•NO + 4HbFe
3+
 + 2O2 
Oxidação de nitrito Oxihemoglobina 
4NO2
- + 4HbO2 + 4H
+ → 4NO3
-
 + 4Met-Hb + 




Das diversas funções que o NO desempenha, serão referidas três áreas onde a 




O NO apresenta uma função de mensageiro biológico, para tal contribui o facto de 
ser um composto reactivo que se difunde livremente através de membranas, 
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O NO é sintetizado em doses elevadas durante o processo inflamatório (Wu, 2004), 
sendo responsável por dois efeitos: 
 
Efeito citotóxico 
Este efeito é o mais conhecido do NO no processo imunitário e inflamatório, 
envolvendo a sua capacidade citotóxica contra bactérias e patogéneos após 
produção em macrófagos activos. Este efeito deve-se principalmente à: 
 
 Interferência com o DNA de células alvo, podendo levar à sua fragmentação 
(Billiar, 1995); 
 Perturbação de centros Fe-S de enzimas envolvidos em vias metabólicas nas 




O NO é capaz de regular o processo inflamatório. Esta regulação é levada a cabo 
principalmente pelo controlo da expressão de iNOS, o enzima produtor de NO 
envolvido nas reacções imunitárias, que é expresso em diversas células quando 
estimuladas. A regulação do processo inflamatório por parte do NO deve-se 
principalmente à regulação de NF-B, sendo dependente do timing, tipo de 
células, estímulo inflamatório e a concentração de NO/derivados (Skidgel et al, 
2002), podendo ser traduzido nos seguintes efeitos: 
 
 A produção de NO na infecção/inflamação, exposição a citocinas e transcrição 
de iNOS pode auto-inibir eNOS levando a vasoconstrição renal e mesentérica 
(Du et al, 2001; Spitaler e Graier, 2002); 
 O NO pode inibir a resposta proliferativa após exposição a citocinas (Mills, 
1991); 
 A inibição da expressão de P-selectina, da adesão leucocitária e da síntese de 
moléculas oxidantes (Kubex et al, 1991); 
 A promoção de apoptose em macrófagos, timócitos, condrócitos e células 
pancreáticas (Fehsel et al, 1995, Albina et al, 1997); 
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 A inibição da apoptose de hepatócitos, linfócitos B e eosinófilos em baixas 
concentrações (Kim et al, 1997); 








 Estimula a produção de cGMP nas células do músculo liso vasculares através 
de nitrosilação directa da guanilato ciclase solúvel, o que promove a acção de 
mecanismos que previnem a entrada e potenciam a saída de cálcio das 
células, e que causam vasodilatação (Moncada et al, 1988; Papapetropoulos 
et al, 1997); 
 Actua conjuntamente com o factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) 
para estimular a proliferação de células endoteliais (angiogénese) bem como a 
sua migração, estimulando a podocinese e aumentando a expressão de um 
activador plasminogéneo (Ziche et al, 1994; Ziche et al, 1997; Murohora et al, 
1999); 
 Previne a apoptose de células vasculares recém formadas. Sendo 
vasodilatador, o NO diminui a pressão em vasos recém formados, e pode 
perturbar a interacção da célula endotelial com a matriz extracelular 





Esta acção do NO está relacionada com a sua capacidade para diminuir a 
condição de sobrecarga oxidante intracelular, bem como inibir processos chave 
de sinalização de aterogénese. A inibição destes processos leva a uma diminuição 
da regulação de enzimas oxidantes, redução de acumulação de leucócitos e 
inibição da proliferação e migração de células do músculo liso vasculare 
(Maxwell, 2001). A redução da sobrecarga oxidante intracelular pelo NO, diminui 
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a concentração de ROS potencialmente agressivas, sendo tal conseguido por 
diversos mecanismos:  
 
 O NO pode reagir com o anião superóxido directamente, no entanto o produto 
desta reacção, o anião peroxinitrito, é também um radical altamente reactivo. 
Contudo, o radical pode nitrosilar grupos sulfidril, formando S-nitrosotióis que 
podem participar na vasodilatação, na inibição da agregação plaquetária e da 
adesão de monócitos ao endotélio (Stamler et al, 1992); 
 O NO pode inibir a peroxidação de cadeias lípidicas autocatalíticas a qual é 
iniciada por LDL oxidadas ou geração intracelular de ROS (Hogg et al, 1993); 
 O NO pode suprimir a geração de ROS por nitrosilação de enzimas oxidantes 
às suas formas inactivas (Clancy et al, 1992); 
 O NO pode inibir a expressão genética de enzimas oxidantes por diversos 
mecanismos (ex: inactivação de proteínas de transcrição) (Peng et al, 1995; 




Está relacionado com a capacidade de inibir a aderência e a agregação 
plaquetária. Tal ocorre por estimulação da actividade cGMP intra-plaquetária e 
pela subsequente fosforilação de proteínas que regulam a activação e a 
aderência plaquetárias (Radomski et al, 1987). 
 
 
As doenças vasculares relacionadas com o NO são resultado de alterações da 
biodisponibilidade de NO. Destas, muitas apresentam uma diminuição da actividade de 
eNOS como um importante componente na iniciação ou progressão da doença 
(Maxwell, 2001). 
A molécula de NO é consumida por nitrosilação de proteínas ou por combinação 
com ROS. Os produtos do NO sofrem oxidação a nitrito ou nitrato que pode ser 
eliminado por via renal ou reduzido a NO pelo xantina oxidase.  
Disfunções no metabolismo do NO podem ocorrer devido ao aumento de sobrecarga 
oxidante. Os radicais de oxigénio podem combinar-se directamente com o NO, 
produzindo o altamente reactivo anião peroxinitrito e reduzindo o seu tempo de meia 
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vida. O anião pode interferir com enzimas que requerem cofactores metálicos ou 
oxidar aminoácidos de centros activos. Os ROS podem oxidar os lípidos, danificar as 
membranas celulares e oxidar os grupos tiol (Munzel et al, 1997). Também podem 
modificar covalentemente proteínas intracelulares, danificando-as ou tornando-as 
menos activas (Harrison e Ohara, 1995). 
 
Relativamente à relação do NO com a insuficiência renal, verificou-se que 
insuficiência renal crónica está associada a uma diminuição da biodisponibilidade de 
NO, contribuindo para a progressão da lesão renal e problemas cardiovasculares (ex.: 
aterosclerose) (Blum et al, 1998). As causas mais provavéis do défice de NO observado 
em IRC estão relacionadas com: 
 
 Limitação da disponibilidade de L-arginina devido à diminuição da síntese renal 
de L-arginina e/ou diminuição do transporte de L-arginina nas células endoteliais 
(Waddington et al, 1996); 
 Aumento dos níveis circulantes de inibidores do eNOS (ex.: ADMA) (Xiao et al, 
2001); 
 Diminuição da actividade e expressão do nNOS no rim (Wagner et al, 2002); 
 Auto-inibição do eNOS pelo NO formado por actividade do NOS induzível em 
situações de sobrecarga oxidante (Du et al, 2001; Spitaler e Graier, 2002). 
 
Diversos estudos demonstraram que o NO é crítico na manutenção da 
microvasculatura renal (Kang et al, 2002) e que a sua produção modula alterações 
morfológicas em nefropatias diabéticas (Khamaisi et al, 2006). 
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2.1.5.1 Sintase do óxido nítrico 
As sintases de óxido nítrico (NOS), consistem em enzimas hémicos encarregues da 
produção de NO no organismo para diversas funções. O enzima apresenta diversas 
isoformas (Shah e Billiar, 1998):  
 nNOS/NOS1: Localizado no tecido nervoso, o NO gerado desempenha funções na 
sinalização celular; 
 iNOS/NOS2: Envolvido no sistema imunitário, o NO gerado desempenha funções 
de defesa contra agentes patogénicos; 
 eNOS/NOS3: Localizado no endotélio, o NO gerado desempenha funções na 
vasodilatação. 
As NOS catalisam a produção de NO e L-citrulina a partir de L-arginina, oxigénio e 
electrões derivados do NADPH em dois passos: 
 
 A L-arginina é oxidada a N-hidroxi-L-arginina (NHLA) com consumo de um 
molécula de O2 e dois electrões derivados do NADPH 
 
(Eq.1) 
L-arginina + NADPH + H+ +O2  → NHLA + NADP
+ + H2O 
 
 Conversão da N-hidroxi-L-arginina a L-citrulina e NO com consumo de uma 
molécula de O2 e de um electrão derivado do NADPH (Gorren et al, 2002). 
 
(Eq.2) 
NHLA + ½NADPH + ½H+ + O2  → L-citrulina + ½NADP
+ + NO + H2O 
 
A L-arginina requerida para a formação de NO tem origem na dieta ou a partir da 
citrulina (ciclo da ureia). Diversos sistemas de transporte (ex.: transportadores CAT-
1/CAT-2B) medeiam o transporte plasmático de L-arginina (Maxwell, 2001).  
 
A NOS só funciona como um homodímero composto por um domínio redutase C-
terminal e um oxigenase N-terminal. Cada monómero consiste em diversos domínios 
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discretos: uma sequência N-terminal específica da isoforma, um domínio oxigenase, 
uma sequência captadora de calmodulina e um domínio redutase.  
Além das suas necessidades estruturais, o NOS requer seis cofactores e grupos 
prostéticos: tiolato ligado ao heme, FAD e FMN, calmodulina/Ca2+, tetrahidrobiopterina 








O NO é libertado logo após a sua síntese, pelo que a sua geração é regulada por 
alterações na expressão ou actividade do NOS e na disponibilidade dos cofactores ou 
moléculas inibitórias. O NOS exibe uma alta afinidade pelo NO e a formação de 
complexos com a molécula levam a auto-inibição (Gorren et al, 2002). 
 
A região promotora do NOS contém elementos que respondem aos estrogéneos, 
variações de pressão, TGF-1, glucose e agonistas que activam proteína cinase C 
(Förstermann e Kleinert, 1995). O enzima sofre modificações pós-traducionais para ter 
actividade de transferência electrónica e de geração de NO. Estas modificações 
ocorrem através da circulação pelo aparelho de Golgi até à sua localização na 
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membrana, sendo associado aos seus cofactores e fosforilado na sua forma activa. De 
forma a ocorrer a fosforilação é necessária a activação de diversos receptores na 
superfície da célula e da transdução de sinal resultante (Liu et al, 1996).  
O processo de localização membranar do enzima ocorre, na sua maioria, em 
compartimentos denominados caveolae. Esta compartimentação serve para a restrição 
da sinalização NO a alvos específicos (Garcia-Cardena et al, 1996).  
 
Em diversos estudos verificou-se que insuficiência renal e arterosclerose estão 
associadas com o aumento e o decréscimo da expressão de iNOS, o que depende da 
patologia (história natural da doença) e da concentração de NO, estando níveis 
elevados de NO associados a mecanismos de lesão de tecidos e à progressão das 
patologias (Clancy et al, 1998; Weaver et al, 1999). 
 
Têm-se verificado que iNOS é expresso em diversas células em resposta a estímulos 
de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, TNF- e lipopolissacáridos), produtos microbianos 
e hipóxia (Shah e Billiarm, 1998). A diversidade de células em que o iNOS pode ser 
expresso após estímulo pode levar ao excesso de NO em circulação, este excesso pode 
ser indicativo da activação do processo imunitário e tem sido implicado em fenómenos 
de sepsis, colite ulcerosa, psoríase, artrite reumatóide, esclerose múltipla e diabetes 
tipo I (Clancy et al, 1998). O principal mecanismo pelo qual o NO em excesso pode 
exercer os seus efeitos deve envolver a sua reacção com superóxido e posterior 
geração do radical peroxinitrito. Este pode iniciar processos como peroxidação lípidica 
de membranas e modificação de proteínas estruturais através da nitrosilação de 
resíduos de tirosina (formação de nitrotirosina). Convém referir que estes efeitos 
podem ser benéficos para o organismo quando utilizados no combate contra 
bactérias/patogéneos, estando para tal dependentes do local e velocidades de 
produção dos radicais livres e dos estados redox das células produtoras e alvo (Shah e 
Billiarm, 2008). 
A expressão do iNOS é inibida por outras citocinas como TNFG-5 (transforming 
growth factor), IL-4 e IL-10. Estando a resposta dependente do tipo de células (Clancy 
et al, 1998). 
 
Curiosamente verificou-se a presença conjunta das três isoformas do NOS no rim 
durante o processo inflamatório (Blantz e Munger, 2002) pelo que as suas acções 
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neste processo poderão estar dependentes dos locais onde são expressas e de 
fenómenos de auto-inibição (NO produzido pelo iNOS pode inibir eNOS),  que serão 




O mieloperoxidase (MPO) é um enzima expresso em monócitos, macrófagos e em 
maior quantidade em neutrófilos, e é essencial nas funções de destruição de bactérias 
e diversos patogéneos. Consiste num enzima dimérico de aproximadamente 150 kDa, 
formado por duas cadeias leves (cerca de 12 kDa cada) e 2 cadeias pesadas 
glicolisadas (aproximadamente 59 kDa cada) ligadas a um grupo heme prostético 
(Mathy-Hartert et al, 1998). 
 
O MPO é sintetizado inicialmente como uma cadeia polipéptidica precursora de 80 
kDa, que é convertida na forma inactiva enzimáticamente apopro-MPO nas estruturas 
prelisossomais e lisossomais, sendo depois ligado a calreculina e calnexina no retículo 
endoplasmático. A inserção de um grupo heme torna a estrutura enzimáticamente 
activa (Mathy-Hartert et al, 1998). 
 
A sua função no sistema imunitário consiste na formação de ácido hipocloroso 
(HClO) a partir de H2O2 e do anião cloreto (Cl
-) em diversas células imunitárias (sendo 
o grupo heme usado como cofactor), através da oxidação de uma tirosina no radical 
tirosil (H2O2 como agente oxidante) e pela produção de outros radicais livres. Estes 
compostos são citotóxicos, sendo usados na eliminação de bactérias e outros 
patogéneos (Heineke et al, 1993). 
 
Recentemente descobriu-se que o MPO está associado a diversas doenças 
inflamatórias (aterosclerose, doença de Alzheimer, esclerose múltipla, cancro, etc.) e 
cardiovasculares, podendo contribuir para a mortalidade associada com doença 
cardiovascular em pacientes com insuficiência renal crónica (Debora et al, 2007). Os 
produtos oxidantes do MPO podem lesar células na vizinhança das células alvo, 
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consumir NO endotelial causando vasoconstrição, produção de lípidos oxidados 
citotóxicos e prototrombogénicos e causar lesões ao DNA, entre outras complicações. 
 
Verificou-se que o MPO desempenha funções nos processos de peroxidação lípidica, 
particularmente como um possível promotor desta oxidação através dos radicais tirosil 
e dióxido de azoto (NO2) (Savenkova et al, 1994; Brennan et al, 2002).  
O radical tirosil consiste num intermediário reactivo formado pelo MPO que pode 
iniciar a peroxidação lípidica e formar cross-links fenólicos estáveis em proteínas, 
estando envolvido nas alterações de LDL e na formação da placa de ateroma 
(Heinecke et al, 1993). 
O NO2 consiste num produto da reacção entre o peróxido de hidrogénio (H2O2) e o 
nitrito (NO2
-) mediado por peroxidases e que se julga capaz de desempenhar funções 
de promoção de sobrecarga oxidante e peroxidação lípidica. Tal pode dever-se ao facto 
deste radical participar na oxidação proteica, formando nitrotirosina e de ser lipofilico e 
extrair um átomo de hidrogénio das membranas lipidicas (Zhang et al, 2002). Logo, a 
formação de oxidantes por parte do MPO está relacionado com o processo inflamatório 
devido a fenómenos de peroxidação lípidica e sobrecarga oxidante. 
 
Ao nível renal, os monócitos representam a maior fonte de MPO, estando envolvido 
em doenças glomerulares e tubulointersticiais através dos mecanismos descritos acima 
(especialmente em doenças renais moduladas por mecanismos redox), sendo 
responsável por alterações morfológicas, lesões no endotélio e nas células mesangiais, 
activação de plaquetas e glomerulonefrite (Malle et al, 2003). 
 
A presença de MPO em situações de sobrecarga oxidante e de processos 
inflamatórios faz deste enzima um alvo de estudo como marcador para instabilidade da 
placa aterosclerótica e na avaliação de pacientes com doença cardiovascular (Lloria et 
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2.1.7 Metabolismo da Homocisteína 
 
A homocisteína consiste num aminoácido homólogo da cisteína, que difere na 
presença de um grupo metilo adicional antes do grupo tiol. Este grupo adicional 
permite à molécula formar um anidrido cíclico interno, tiolactato de homocisteína, que 
precede a formação de ligações peptídicas estáveis (McCully, 2001).  
 
 
Figura 9: Estrutura da homocisteína (adaptado de www.wiley.com) 
 
A homocisteína consiste num produto reactivo temporário que pode ser medido no 
sangue e encontra-se maioritariamente ligada a albumina e hemoglobina. Visto ser 
altamente reactivo com proteínas, a homocisteína encontra-se normalmente ligada a 
estas, degradando lisinas e cisteínas, e podendo afectar permanentemente funções de 
proteínas formadas por estes aminoácidos (ex: inibição do lisil oxidase por ligação ao 
seu centro activo, afectando a produção de colagénio e elastina, duas proteínas 
estruturais das artérias, ossos e pele). 
A homocisteína é obtida a partir da metionina por remoção do seu grupo metil 
terminal e o seu metabolismo encontra-se na intersecção de duas vias (McCully, 2001):  
 A via de remetilação a metionina  
 A via de transsulfuração a cistationina 
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Figura 10: Metabolismo da homocisteína, CBS: cistationina beta-sintase; MS: metionina sintase, 
MTHFR: Metilenotetrahidrofolato redutase, SAH: S-adenosilhomocisteína, SAM: S-adenosilmetionina 
(Adaptado de  Fowler, 1997) 
 
Ambas as vias são reguladas pela S-adenosilmetionina (SAM), que actua como um 
inibidor alostérico da reacção da redutase do metilenotetrahidrofolato (MTHFR) e como 
um activador da cistationina beta-sintase (CBS). Em condições normais (equilíbrio 
entre formação e degradação de homocisteína), cerca de 50% da homocisteína segue 
a via de remetilação (Trabetti, 2008). 
 
 Níveis plasmáticos de homocisteína são influenciados por factores genéticos e pela 
dieta, principalmente pelo consumo de metionina, ácido fólico e vitaminas B2, B6 e 
B12 (van Guldener et al; 2001). 
A concentração normal de homocisteína varia entre 5-15 mol/L. Em circulação 
menos de 1% da homocisteína encontra-se na sua forma livre reduzida, 10-20% num 
dissúlfito homocisteína-cisteína e homocistina (dímero da homocisteína), os 80-90% 
restantes estão ligados a proteínas. A concentração de homocisteína plasmática pode 
apresentar elevada variação enquanto que a intracelular se mantém mais estável 
(Trabetti, 2008). 
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Concentrações plasmáticas de homocisteína elevadas (hiperhomocisteínemia) estão 
presentes em sujeitos com doença cardiovascular e têm sido associadas com um 
aumento do risco de aterotrombose. As causas mais frequentes de 
hiperhomocisteínemia são (Lentz et al, 2004): 
 Variações genéticas (ex: mutação no MTHFR); 
 Deficiências de ácido fólico e/ou vitamina B12; 
 Insuficiência renal; 
 Interferência no metabolismo da homocisteína por drogas ou alterações 
metabólicas. 
 
Hiperhomocisteína, de acordo com a concentração plasmática de homocisteína, 
pode ser (Trabetti, 2008):  
 Moderada (15-30 mol/L); 
 Intermédia (30-100 mol/L); 
 Grave (acima de 100 mol/L). 
Observa-se um aumento da concentração de homocisteína no plasma durante a 
progressão da insuficiência renal crónica, sendo que o aminoácido é considerado um 
factor independente de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares 
associadas com IRC (Nerbass et al, 2006). No entanto, de acordo com trabalhos 
realizados, a hiperhomocisteínemia não causa IR pelo que se considera uma causa 
dela. Assim, a concentração de homocisteína aparenta ser controlada a nível renal ou 
factores que induzem falência renal podem causar alterações no metabolismo da 
homocisteína, sendo mais provável a primeira hipótese dada a presença de enzimas do 
metabolismo da homocisteína no tecido renal (Guldener, 2006).  
A hiperhomocisteínemia pode ser resultante da insuficiência renal crónica devido a 
falhas na excreção e/ou diminuição do metabolismo do aminoácido. No entanto esta 
hipótese é considerada menos provável visto só cerca de 1% da homocisteína é 
excretada num rim saudável (Guldener, 2006). 
 
A hiperhomocisteínemia pode causar lesões no endotélio, resultando em 
ateroesclerose, dado a homocisteína ser responsável por (van Guldener et al; 2001): 
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 Auto-oxidação em homocistina, produzindo radicais livres nas células endoteliais, 
como ião superóxido e peróxido de hidrogénio, por oxidação do grupo sulfidrilo 
do aminoácido (Au-Yeung et al, 2006); 
 Diminuição da actividade do peroxidase do glutationo, o que diminui a actividade 
antioxidante celuar e potencia a sobrecarga oxidante (Durmaz e Dikmen, 2007); 
 Alteração dos níveis de factor de coagulação e consequente alterações dos 
mecanismos de coagulação com aumento da formação de coágulos (Coppola et 
al, 2000); 
 A formação de tiolactona de homocisteína induz a agregação plaquetária 
(McCully, 1987); 
 Indução da proliferação de células musculares lisas da parede arterial 
aumentando a síntese de DNA, tendo o efeito oposto nas células endoteliais (Tsai 
et al, 1994); 
 Interacção de tiolactona de homocisteína com as LDL, originando a sua 
precipitação e lesão do tecido endotelial (Ferguson et al, 1998); 
 A homocisteína pode captar o NO directamente formando S-nitrosohomocisteína 
(Chao et al, 2000);  
 A homocisteína aumenta os níveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA), um 
inibidor endógeno do eNOS (van Guldener et al, 2007).  
 A homocisteínemia previne a expressão da heme oxigenase-1, uma proteína com 
funções na degradação do heme e na neurotransmissão (Sawle et al, 2001). 
 Hipometilação de DNA (Jamaluddin et al, 2007); 
 Modificação pós-tradução de proteínas pela tiolactona de homocisteína (Gates et 
al, 2008); 
 Aumento da sobrecarga oxidante no retículo endoplasmático (envolve disrupções 
no folding e processamento de proteínas recém-sintetizadas no retículo 
endoplasmático) (Werstuck et al, 2001). 
 
Estes efeitos resultam em diversas complicações, incluindo degenerescência celular, 
lesão da intima arterial, crescimento celular, formação de tecido conjuntivo (fibrose) e 
deposição de lipoproteínas em placas ateroscleróticas (van Guldener, 2006).  
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2.1.7.1 Redutase do metilenotetrahidroflato (MTHFR) 
 
O redutase do metilenotetrahidrofolato (MTHFR) consiste numa flavoproteína 
homodimérica responsável pela síntese de 5-metil-tetrahidrofolato, o principal dador de 
carbono na remetilação da homocisteína a metionina. 
Cada subunidade do MTHFR contém um domínio catalítico N-terminal de 40kDa e 
um domínio regulador C-terminal de 37kDa (Yamada et al, 2005). 
 
Observou-se que uma mutação de substituição de uma citosina por uma timina na 
posição 677 do gene do MTHFR (polimorfismo C677T) induz hiperhomocisteínemia. 
Esta mutação é um factor genético de risco para doença cardiovascular (Klerk et al, 
2002), sendo responsável pela substituição do aminoácido valina por alanina. Esta  
substituição dá origen a uma forma termolábil do MTHFR que apresenta menor 
actividade catalítica, contudo esta situação pode ser estabilizada pelo consumo de 
folato (Moczulski et al, 2003), que força a reacção do MTHFR no sentido de formação 
de metionina. Observou-se que concentrações elevadas de homocisteína e baixas 
concentrações de folatos podem induzir uma condição inflamatória (Durga et al, 2005), 
sendo esta verificada em situações de baixo consumo de vitamina B e folato na dieta 
(Varga et al, 2005).  
Curiosamente a influência do polimorfismo C677T do MTHFR sobre a concentração 
de homocisteína em jejum é observável em pessoas do sexo masculino mas atenuada 
em mulheres pré-menopausicas (Cortese e Motti, 2001). Também se verifica que o 
polimorfismo pode ser um factor de risco na diabetes tipo 2, nomeadamente em 
pacientes do sexo masculino (Moczulski et al, 2003). Estes dois factos sugerem que o 
estado hormonal pode afectar o metabolismo da homocisteína. Mutações no MTHFR 
têm sido directamente relacionadas com a incidência de defeitos do tubo neural 
(nomeadamente, espinha bífida), que se verificou poder ser diminuída por 
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 2.2  Citocinas 
 
Como já foi referido, as citocinas consistem em pequenas proteínas que 
desempenham diversas funções no processo inflamatório e imunitário, sendo 
caracterizadas por desempenharem diferentes funções conforme o tipo de citocina, o 
receptor e a célula alvo. 
A família das citocinas é formada por: 
 Factores de necrose tumoral: 
- TNF-; 
- TNF-  
 Interleucinas: 
- Caracterizadas por números, que variam desde a IL-1 a IL-35 
 Quimiocinas (induzem quimiotaxis): 
- Tipo CC, caracterizadas de CCL1 a CCL28; 
- Tipo CXC, caracterizadas de CXCL1 a CXCL17; 
- Tipo C (XCL1 e XCL2); 
- Tipo CXC3, do qual só se conhece CX3CL1 ou neurotactina 
 
 
2.2.1 Factor de Necrose Tumoral  
O factor de necrose tumoral  (TNF-) é uma citocina envolvida na inflamação e 
que estimula reacções de fase aguda. É produzido principalmente no início do processo 
inflamatório e apresenta um importante papel na regulação de células imunitárias, 
activando a resposta imunitária através da indução da produção de citocinas, como IL-
1, IL-6, IL-8 e o próprio TNF-, factores de crescimento de transformação e moléculas 
de adesão (ex.: ICAM-1) (Tuglugar et al, 2003). Devido a isto, o TNF- está envolvido 
nos mecanismos de apoptose, proliferação celular, diferenciação, inflamação e 
tumorigénese (Banno et al, 2004).  
O TNF- é produzido pelos macrófagos, células linfóides e endoteliais, mastócitos, 
miócitos cardíacos, fibroblastos e tecido adiposo e neuronal. É principalmente 
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produzido como uma proteína transmembranar de 212 aminoácidos organizada em 
homotrímeros (Hidriss e Naismith, 2000).  
A forma de acção do TNF envolve a sua ligação a dois receptors, TNFR1 (expresso 
na maioria dos tecidos e que pode ser activado pelas formas ligadas a membranas ou 
solúveis do TNF, também denominado p55) e TNFR2 (expresso em células do sistema 
imunitário e que só responde à forma ligada a membrana do TNF, também 
denominado p75). Após contacto com o seu ligando, os receptores TNF formam 
trímeros,. Esta ligação causa uma alteração conformacional no receptor, levando à 
dissociação da proteína inibitória SODD do domínio de morte intracelular, permitindo à 
proteína adaptora TRADD ligar-se ao domínio de morte, servindo como base para as 
ligações proteicas subsequentes (Jones et al, 1999). Após a ligação do TRADD, três 
vias podem ser iniciada: 
 Activação de NF-kB: Um factor de transcrição que após translocação para o 
núcleo, medeia a transcrição de diversas proteínas envolvidas em sobrevivência 
celular e proliferação, resposta inflamatória e factores anti-apoptóticos (Banner 
et al, 2005). 
 
 Indução de morte celular: TNFR1 está envolvida na morte celular através da 
activação da via caspase-8 que induz apoptose (Wang et al, 2007). 
 
 Activação de vias MAPK: Vias envolvidas em diferenciação celular, proliferação e 
factores pró-apoptóticos (Chin et al, 1998). 
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Figura 11: Activação de NF-kb e caspase 8 pelo TNF- (adaptado de 
http://white.cabm.rutgers.edu/research.html) 
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Figura 12: Vias MAPK (adaptado de  http://www.genwaybio.com) 
 
FACTORES DE RISCO NA INSUFICIÊNCIA RENAL CRÓNICA: 
Estudo de Factores Genéticos e Bioquímicos Que Possam Contribuir Para a Patologia. 




A diversidade de vias de sinalização assegura que quando o TNF- é libertado, 
várias células com diversas funções respondem de forma apropriada.  
O aumento na concentração local de TNF- causa sinais conhecidos da inflamação 
como aumento da temperatura, edema, rubor e dor. 
A sobreexpressão de TNF- tem sido associada a mecanismos de resistência à 
insulina na obesidade. Esta é mediada pelo TNFR1 e ocorre através da inibição do 
receptor de insulina tirosina cinase. Além disso o TNF-está envolvido na secreção de 
leptina e na libertação de ácidos gordos de adipócitos, por regulação da lipogénese e 
lipólise (Uysal et al, 1998). A nível cardíaco, o TNF- protege o coração da lesão 
isquémica, no entanto, a sobreexpressão da citocina está associada à diminuição da 
sensibilidade ao Ca2+ por parte do órgão (mediado por TNIR1), o que pode levar a 
falência cardíaca (Pinz et al, 2008).  
A nível renal, o desenvolvimento de inflamação glomerular na nefropatia IgA (IgAN, 
uma forma de glomerulonefrite) foi associada a diversas citocinas, incluindo TNF-. 
Um polimorfismo na região promotora do gene desta citocina foi associado a um 
aumento da sua expressão e ao inicio (mas não há progressão) de IgAN (Tuglular et 
al, 2003). 
 
Devido aos seus efeitos pró-inflamatórios, terapias para minimizar os efeitos do 
TNF- têm sido estudadas, no entanto estas têm de ser especialmente controladas 
visto a inibição excessiva da citocina poder resultar em diversos efeitos como: 
síndrome de choque tóxico, atraso no tratamento de lesões, infecções secundárias, 
tuberculose e carcinogénese. 
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Interleucina-6 (IL-6) consiste numa citocina composta por um monómero de 184 
aminoácidos. É produzida pelas células T, macrófagos e células endoteliais em resposta 
à infecção, a queimaduras, trauma e neoplasia. A IL-6 tem diversas formas 
moleculares e cada molécula tem diferentes funções quando secretada por diferentes 
células (Motrol et al, 1990; Sehgal, 1990). 
As principais funções da IL-6 envolvem indução de proteínas de fase aguda, 
replicação e diferenciação de células B e T (Sehgal, 1990).  
 
 Proteínas de fase aguda: Estimula reacções de fase aguda, que potenciam o 
sistema imunitário e protegem contra a lesão tecidular, através da libertação no 
plasma de proteínas de fase aguda sintetizadas pelas células hepáticas e através 
da diminuição da síntese de outras proteínas. A reacção local de fase aguda leva 
a uma reacção sistémica que inclui febre, aumento da velocidade de 
sedimentação eritrocitária, aumento da secreção de glucocorticóides e activação 
de cascatas de sinalização (Castel et al, 1989); 
 Células B: Estimula diferenciação e proliferação de células B, induz a sua 
diferenciação em células produtoras de anticorpos plasmáticos e favorece a 
libertação destes, principalmente IgG e IgA (Beagley et al, 1989; Urashima et al, 
1996; Friederichs et al, 2001) 
 Células T: Controla a replicação e a proliferação de células progenitoras no timo 
e medula óssea e é importante na activação de células T. Na fase inicial da 
diferenciação de células-T, a IL-6 reforça o efeito da IL-2 e promove a 
diferenciação de células CD4 em células Th2. A IL-6 responsável pela activação 
de células T é libertada pelos monócitos (Appelberg et al, 1994).  
 
A síntese de IL-6 é induzida por IL-1, IL-2, TNF- e interferões (IFN) e inibida por 
IL-4, IL-10 e IL-13. O seu receptor encontra-se em diversas celúlas: incluindo 
monócitos, macrófagos, células endoteliais e fibroblastos (Schooltink et al, 1991). 
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A indução da expressão da IL-6 pelo TNF- dá-se através da expressão dos factores 
de transcrição NF-kB e AP-1 que após ligação a sequências específicas de DNA activam 
a transcrição da IL-6 (McKay et al, 2000). 
A sinalização da IL-6 é realizada por um complexo célula-receptor citocina tipo 1 de 
superficie, formado por uma cadeia IL-6Ra de captação de ligando (CD126) e um 
componente de transdução de sinal gp130 (CD130). Quando o IL-6 interage com o seu 
receptor, o gp130 e IL-6R formam um complexo, activando o receptor. Este complexo 
leva a regiões do gp130 a iniciar uma cascata de transdução de sinal através de JAKs e 
STATs (Jones, 2005; Hodge, 2005). 
 
Em relação à insuficiência renal crónica, observou-se a presença de elevados níveis 
de IL-6 no plasma de pacientes com esta patologia assim como uma diminuição dos 
níveis de excreção de receptores IL-6 relativamente ao das pessoas saudáveis 
(Dummer et al, 2007; Pecoits-Filho et al, 2003), pelo que concentrações elevadas de 
IL-6 também poderão estar envolvidas no processo de aterosclerose.  
Em pacientes com insuficiência renal crónica, os factores associados ao aumento da 





 Resistência à insulina; 
 Infecções persistentes; 
 Insuficiência cardíaca crónica; 
 Factores genéticos. 
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2.3 Moléculas de Adesão 
As moléculas de adesão (CAM, cell adhesion molecules) consistem pricipalmente em 
receptores transmembranares expressos na superfície de células, sendo responsáveis 
pela ligação a outras células ou à matriz extracelular. Destas algumas são expressas 
pelas membranas do endotélio e dos leucócitos, tendo funções na captação e 
deslocamento dos leucócitos até ao seu local de acção. 
O conjunto de moléculas de adesão é formado por: 
 
 CAMs IgSF (immunoglobuliin superfamily): 
- VCAM-1 (vascular); 
- ICAM-1 (intracelular); 
- NCAM (neuronal); 





 Integrinas (captam CAMs IgSF na matriz extracelular): 
- Caracterizadas por XY, podendo o X e o Y ser números ou letras, variando 
conforme a integrina; 
 Caderinas (dependem de Ca2+): 





A molécula de adesão vascular 1 (VCAM1) consiste numa proteína de adesão 
mediadora da resposta inflamatória (Ley e Huo, 2001). Esta proteína contém seis ou 
sete domínios de imunoglobulina (M=110 kDa) e é expressa em diversas células como 
as células endoteliais activas (cuja regulação é dependente das citocinas IL-1, IL-6, 
TNF- e IFN- em resposta a infecções, fenómenos de rejeição, reconhecimento de 
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tumores e morte celular), células do estroma da medula óssea, células do estroma do 
baço, células epiteliais timicas e células dendríticas do baço (Wu, 2007). 
 
As moléculas de adesão são reguladas por citocinas e têm como principais funções 
a ligação, activação e deslocamento até ao tecido alvo de leucócitos durante o 
processo inflamatório (Mrowka e Sieberthm 1995; Ou et al, 2007). Os leucócitos 
migram para fora da corrente sanguínea, através das células endoteliais até aos 
tecidos onde interagem com os antigénios. As células endoteliais captam estas células 
imunitárias através de moléculas de adesão de superfície, como a VCAM-1 e as 
selectinas (Deem et al, 2004). Estas promovem a adesão de linfócitos, monócitos, 
eosinófilos e basófilos. A extravasão de leucócitos através do endotélio, nos locais de 
inflamação, por parte do VCAM-1 deve-se ao emparelhamento da molécula de adesão 
com os seus ligandos complementares: antigénio VLA-4 ou a integrina 41 expressos 
nas células imunitárias. Este emparelhamento é capaz de criar um sinal que estimula 
as células T (Wu, 2007). As interacções 41 e VCAM-1 promovem a adesão robusta 
dos leucócitos e podem diminuir a velocidade do rolling por parte de monócitos (Ley e 
Huo, 2001). Devido a estes factos, julga-se que as interacções VCAM-1-ligando podem 
servir como formas de controlo da estravasão de leucócitos em locais de replicação 
viral e na manutenção da actividade de células T (Ou et al, 2007). 
 
Relativamente a complicações, a sobreexpressão de VCAM-1 está associada a 
doenças imunitárias (aterosclerose, artrite e asma) e a patologias como insuficiência 
renal, dislipidemia e eventos cardiovasculares (Papayianni et al, 2002; Hosking et al 
2004). Observaram-se níveis elevados de VCAM-1 em pacientes com insuficiência renal 
crónica e glomerulonefrite, tendo sido proposto que tal se encontra associado a lesões 
inflamatórias nos túbulos e nos glomérulos (Kaneyama et al, 2005; Mrowka e Sieberth, 
1995). O aumento da concentração de VCAM-1 pode ter origem na diminuição da sua 
eliminação a nível renal e/ou aumento da clivagem proteolítica da VCAM-1 (Kaneyama 
et al, 2005).  
Devido às suas funções, a VCAM-1 promove a adesão monocitária e a acumulação 
na parede celular de locais susceptíveis de desenvolverem lesões ateroscleróticas, 
especialmente quando existem níveis elevados desta molécula de adesão. (Ley e Huo, 
2001). A diminuição da expressão de VCAM-1 está associada a uma redução da 
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resposta inflamatória mediada por células T e da extravasão leucocitária em processos 





As selectinas consistem em lectinas glicoproteícas da famíla das moléculas de 
adesão celular, expressas na superfície de leucócitos (L-selectinas), plaquetas (P-
selectinas) e células endoteliais activadas por citocinas (E-selectinas e P-selectinas em 
menor escala), e com importantes funções no processo inflamatório (Milstone et al; 
Navarro, 2002). 
As selectinas consistem em glicoproteínas de cadeia simples com um domínio N-
terminal extracelular semelhante a lectinas dependentes de cálcio, um domínio 
homólogo ao factor de crescimento epidérmico e duas a nove consensus repeats. Cada 
um destes domínios possui uma cauda citoplasmática e consiste num receptor de 
adesão inserido via domínio transmembranar hidrófobo (Varki et al, 1999). 
As principais funções das selectinas no processo inflamatório envolvem o 
recrutamento de leucócitos para os locais de inflamação. A libertação local de citocinas 
induz a expressão de E-selectina e P-selectina nas células endoteliais dos vasos 
sanguíneos próximos. O domínio lectina da selectina reconhece e liga-se a glícidos 
sialisados, presentes nas proteínas da superfície de certos leucócitos, iniciando o 
processo denominado leukocyte rolling através da parede do vaso sanguíneo. O 
leukocyte rolling consiste na passagem de leucócitos pela parede do vaso sanguíneo 
até ao local de infecção, através da formação e clivagem das ligações acima referidas 
de uma forma sucessiva que causam o deslocamento dos leucócitos. A activação e 
orientação da deslocação dos leucócitos é levada a cabo por quimiocinas. Estas são 
libertas pelo tecido lesado e penetram nos vasos sanguíneos (Navarro, 2002). 
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Figura 13: Rolling de leucócitos através da superfície das células endoteliais, ligação do leucócito á 
membrana basal (adaptado de Janeway et al, 2005) 
 
Figura 14: Rolling de leucócitos através da supeIRície das células endoteliais, deslocação do leucócito 
através da parede do vaso sanguíneo, as quatro fases representadas são: adesão, ligação, diapedese e 
migração (adaptado de Janeway et al, 2005) 
 
A concentração de selectinas é geralmente baixa e diversos mediadores 
inflamatórios (TNF-, IL-1, ligando CD40 e lipopolissacáridos) aumentam a sua 
expressão. A existência de diversos mediadores inflamatórios e o seu modo de acção 
permitem a regulação da expressão destas moléculas de adesão. Um exemplo é o da 
E-selectina, em que a estimulação da expressão por TNF-, IL-1 ou ligando CD40, 
inibe transitoriamente a resposta ao mesmo estímulo mas não a um ligando diferente. 
(Milstone et al, 2000). 
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Devido aos seus papéis no recrutamento leucocitário, as selectinas desempenham 
funções importantes na mediação do processo inflamatório, estando também 
envolvidos nos processos de aterosclerose. Estudos indicam que a E-selectina 
desempenha funções ao nível da angiogénese, participando na proliferação, migração 




2.4 Proteína Tirosina Fosfatase de Baixo Peso Molecular 
(LMW-PTP) ou Fosfatase Ácida (ACP-1) 
A fosfatase ácida (ACP1) do glóbulo vermelho consiste numa proteína tirosina 
fosfatase de baixo peso molecular, presente em diversos tecidos humanos (Lucarini et 
al, 1997), e que é responsável pela hidrólise do FMN, fosfato de tirosina e monoésteres 
ortofosfóricos (Dissing et al, 1991). Contudo, o seu papel fisiológico não se encontra 
completamente definido. Sabe-se, no entanto, que está envolvido na transdução de 
sinal da insulina e outros factores de crescimento, na sinalização de receptores de 
células T e regulação da actividade de flavoenzimas (Gloria-Bottini et al, 2008). Pelo 
que se assume que, devido a sua actividade, o ACP1 pode ser um mecanismo de 
regulação de diversos processos celulares como crescimento celular, proliferação e 
transformação (Dissing et al, 1991).  
Destes mecanismos de regulação convém referir a capacidade da ACP1 de regular a 
via glicolitica através da desfosforilação dum resíduo de tirosina da proteína de banda 
3 da membrana do eritrócito (Bottini et al, 2009).  
A proteína de banda 3 consiste numa proteína transmembranar responsável pelo 
transporte de aniões através da membrana e que regula a via glicolitica através da 
ligação dos enzimas glicolíticos fosfofrutocinase e gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase 
num dos seus domínios citoplasmáticos. A fosforilação do resíduo de tirosina neste 
domínio promove a libertação dos enzimas favorecendo a glicólise, estando a 
desfosforilação do domínio pelo ACP1 associando à ligação dos enzimas e consequente 
diminuição da glicólise (Bottini et al, 2009).  
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Figura 15: Regulação da glicólise por parte do ACP1 
 
O ACP1 é geneticamente polimórfico sendo que três alelos comuns segregam seis 
fenótipos diferentes. Cada alelo aparenta codificar dois isozimas (f e s) e os fenótipos 
diferem no padrão electroforético, níveis de actividade enzimática no glóbulo vermelho, 
concentração enzimática no glóbulo vermelho, actividade de modulação em purinas e 
pteridinas, actividade fosfotransferase e estabilidade (Dissing et al, 1991). 
Os isoenzimas ACP1 B, C apresentam maior actividade ACP1 em oposição ao ACP1 
A que apresenta menor actividade (Gloria-Bottini et al, 2008). Relativamente à 
estrutura foi descoberto que os isozimas ACP1 Af, As, Cf e Cs consistem em cadeias 
singulares peptídicas de 167 aminoácidos não glicosiladas, acetiladas no grupo amino 
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terminal do resíduo de alanina. Cada isozima f difere do correspondente s no segmento 
40-73, enquanto o resto das moléculas são idênticas (Dissing et al, 1991).  
Os diferentes fenótipos ACP1 conferem diferentes actividades à fosfatase. Estudos 
recentes revelam que os fenótipos ACP1 B, C correlacionam-se com uma diminuição da 
concentração de IgE e que protege os recém nascidos de manifestações alérgicas e 
baixo peso (Gloria-Bottini, 2008). O fenótipo ACP1 A correlaciona-se com um aumento 
do indíce de massa corporal, com fenómenos alérgicos (células Th2) e com doenças 
imunológicas de células Th1 (doença de Crohn e diabetes tipo 1). Aparentemente o 
grau destes fenómenos é dependente do sexo, sendo as mulheres mais susceptíveis a 
estes efeitos (Gloria-Bottini, 2007). 
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1. Descrição das populações estudadas 
Este estudo foi realizado em duas amostras populacionais consituídas por: 
 342 indíviduos controlo com idades entre os 18 e os 69 anos, dos quais se tinha 
conhecimento que 288 eram do sexo masculino e 141 do sexo feminino; 
 137 indíviduos insuficientes renais crónicos com idades entre os 15 e 91 anos, 
dos quais 80 eram do sexo masculino e 57 do sexo feminino. Nesta população  
85 sujeitos sofriam de doença coronária e 86 de doença arterial periférica. O 
sangue foi colhido antes da hemodiálise, ou seja, no fim do ciclo entre duas 
sessões do procedimento. Os indíviduos estavam sujeitos a diversas 
terapêuticas como eritropoietina, ácido fólico, anti-hipertensores e estatinas. 
 
 
2. Níveis de GSH e GSSG Plasmático 
 
Determinou-se a razão GSH total/GSSG em dadores controlo e em doentes 
insuficientes renais. Esta razão serve como um indicador do estado redox das células. 
Numa situação anormal ou de sobrecarga oxidante existirá maior concentração de 
GSSG que levará a razão a apresentar um valor mais baixo. Em condições normais ou 
mais estáveis, menos GSH é convertido em GSSG pelo que a razão apresentará valores 
superiores. 
De forma a determinar as concentrações de GSH e GSSG no organismo, realizaram-
se ensaios independentes a pHs diferentes, com base na conjugação de orto-ftaldeído 
(OPT, fluorocromo) com o glutationo (GSH a pH 8 e GSSG a pH 12), seguido de 
leituras de fluorescência para determinação da concentração. O uso de N-etilmaleimida  
(NEM)no ensaio do GSH serve para evitar a oxidação deste. 
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2.1 Curvas de calibração do GSH e GSSG 
Prepararam-se duas soluções stock 5g/mL de GSH em tampão fosfatos 0,1M-EDTA 
5mM, pH8 e GSSG em NaOH 0,1M. 
Destas soluções stock prepararam-se diversas soluções de concentrações 
conhecidas contendo 100L da solução OPT (1mg/mL) e tampão fosfatos (GSH) ou 
NaOH (GSSG) até perfazer 2mL. Agitou-se e incubou-se no escuro durante 15 minutos 
à temperatura ambiente. Após a incubação mediu-se a fluorescência a 430nm para 
emissão e 340nm para excitação em cuvetes de quartzo. A partir desta curvas será 
possível determinar as concentrações de GSH e GSSG no organismo. 
 
2.2 Determinação no plasma das concentrações de GSH e GSSG 
Plasma obtido por centrifugação a 2000g durante 10min de sangue recolhido em 
tubos com EDTA. 
Adicionou-se 50L de ácido metafosfórico (25%m/V) a 50L de plasma de forma a 
precipitar as proteínas deste, evitando assim ligações não especificas do OPT, 
adicionou-se 187,5L de tampão fosfatos 0,1M-EDTA 5mM, pH8 e centrifugou-se a 
8836g durante 30 min, retirou-se o sobrenadante que será utilizado para a 
determinação das concentrações de GSH e GSSG. 
2.2.1 Determinação da concentração de GSH 
Adicionou-se 50L do sobrenadante a 450L de tampão fosfatos, agitou-se e desta 
solução retirou-se 100mL aos quais foram adicionados 100L de OPT e tampão 
fosfatos até perfazer 2mL. Agitou-se em vortex e incubou-se no escuro durante 15 
minutos à temperatura ambiente. Após a incubação mediu-se a fluorescência a 430nm 
para emissão e 340nm para excitação em cuvetes de quartzo. 
2.2.2 Determinação da concentração de GSSG 
Incubou-se 50mL do sobrenadante com 20mL de NEM 0,04M durante 30 minutos à 
temperatura ambiente. Adicionou-se 430mL de NaOH 0,1M, agitou-se e desta solução 
retirou-se 100mL aos quais foram adicionados 100L de OPT e NaOH 0,1M até 
perfazer 2mL. Agitou-se em vortex e incubou-se no escuro durante 15 minutos à 
temperatura ambiente. Após a incubação mediu-se a fluorescência a 430nm para 
emissão e 340nm para excitação em cuvetes de quartzo. 
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3. Determinação da actividade do oxidoredutase do 
ferricianeto dependente do NADH 
 
A descoberta de um oxidoredutase dependente do NADH na membrana do 
etritrócito deveu-se à observação de que suspensões globulares oxidavam aceitadores 
de electrões, ou seja, apresentavam uma actividade redutora do lado exterior da 
membrana. 
O método utilizado na determinação da actividade do enzima baseia-se na captação 
dos electrões oriundos deste por parte de ferricianeto (Fe(CN)6
3-), formando 
ferrocianeto (Fe(CN)6
4-), que é medido espectrofotometricamente, sendo assim 
possível determinar a actividade do oxidoredutase.  
O ferrocianeto formado é determinado através de uma reacção com uma mistura 
reaccional que forma um cromóforo que pode ser quantificado. A reacção de formação 
deste cromóforo consiste na adição de Fe(III) que é reduzido a Fe(II) pelo 
ferrocianeto, o Fe(II) complexa a pH ácido com batofenantrolina gerando um 
composto com pico de absorção nos 535 nm (Marques FM, 1993). 
 
De forma a termos a certeza que a actividade de redução do ferricianeto só provém 
do oxidoredutase realizaram-se incubações com ferricianeto na presença (T) e 
ausência (B) de glóbulos vermelhos. Sendo os resultados dos últimos descontados dos 
ensaios em que ferricianeto era incubado com glóbulos. 
 
3.1 Curva de calibração do ferrocianeto 
De forma a obter a actividade do oxidorredutase é necessário o coeficiente de 
absortividade (ε) do ferrocianeto. Este valor é obtido através de uma curva de 
calibração que tem de ser feita sempre que se prepara uma nova solução de cloreto 
férrico ou de batofenantrolina. 
Dissolveram-se 0,002 g de ferrocianeto de potássio em 100 mL de água desionizada 
e preparou-se as seguintes diluições em diversos tubos de ensaio: 
 
FACTORES DE RISCO NA INSUFICIÊNCIA RENAL CRÓNICA: 
Estudo de Factores Genéticos e Bioquímicos Que Possam Contribuir Para a Patologia. 




Tabela 2: Diluições de ferrocianeto para realizar a curva de calibração 
H20 (L) 700 680 640 580 500 300 100 
Ferrocianeto(L) - 20 60 120 200 400 600 
Ferrocianeto(M) 0 0,946 2,838 5,676 9,460 18,920 28,380 
 
Preparou-se uma mistura reaccional de acetato de sódio 3M, pH 6,0, ácido cítrico 
0,2M, cloreto férrico 3,3x10-3M e batofenantrolina 6,74x10-3M, numa proporção 
2:2:1:1, adicionou-se 300 L em cada tubo, agitou-se em vortex, colocou-se 5 min no 
escuro e realizaram-se leituras a 535 nm. O valor do ε(ferrocianeto) foi dado pelo 
declive da recta Abs535 nm vs [Ferrocianeto] (mM). 


























 Figura 16: Curva de calibração do ferrocianeto para determinação da actividade do oxidoredutase 
 
3.2 Determinação do hematócrito 
Após lavagem, passaram-se os glóbulos por um tubo capilar, centrifugou-se a 2000 
rpm durante 7 min e determinou-se o volume de células relativamente ao total da 
suspensão, comparando a altura da coluna de células com a de líquido 
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3.3 Quantificação do ferrocianeto formado 
A extracção dos glóbulos foi efectuada centrifugando o sangue a 2000 rpm, durante 
10 min a 4 ºC, seguido de três lavagens com NaCl 0,9% (m/v), na proporção 1/3, 
centrifugando-se entre cada lavagem nas mesmas condições. 
Incubou-se 1 mL de glóbulos vermelhos em 19mL de tampão fosfato de sódio salino 
pH 7,4 num banho a 37 ºC durante 30 min com agitação.  
Lavou-se a suspensão globular por centrifugação a 2000 rpm durante 10 min, 
seguido de três separações com NaCl 0,9% (m/v) na proporção 1/3, nas mesmas 
condições anteriores. 
Adicionou-se 1,4 mL de tampão com glucose 10 mM e 75L de glóbulos em 4 tubos 
de ensaio: B0, T0, B20 e T20 (B e T indicam branco e teste respectivamente e 0 e 20 
indicam tempo 0 e tempo 20 min respectivamente) e incubou-se num banho a 37 ºC 
durante 5 min. 
Parou-se a incubação, adicionou-se 25L de FeCN6
3- em NaCl 0,9% (m/v) a T0 e T20. 
Incubou-se B20 e T20 no mesmo banho durante 20 min.  
B0 e T0 foram centrifugados a 2000 rpm, durante 10 min a 4 ºC. Retirou-se 700 L 
dos sobrenadantes de B0 e T0 e armazenou-se no frigorífico. 
Após os 20 min de incubação, centrifugaram-se B20 e T20 a 2000 rpm, durante 10 
min a 4 ºC, retirou-se 700L dos sobrenadantes, armazenou-se o do T20 no frigorífico e 
adicionou-se 12,5L de FeCN6
3- em NaCl 0,9% (m/v) ao sobrenadante do B20, o qual 
foi incubado num banho a 37 ºC durante 20 min. Posteriormente também se 
armazenou no frigorifico durante alguns minutos de forma a todos os sobrenadantes 
estarem à mesma temperatura no momento da leitura. 
As leituras foram realizadas preparando uma mistura reaccional de acetato de sódio 
3M, pH 6,0; ácido cítrico 0,2M; cloreto férrico 3,3x10-3M e batofenantrolina 6,74x10-3M, 
numa proporção 2:2:1:1. Em tubos marcados B0, T0, B20 e T20, adicionou-se 600L de 
água desionizada, 100L do sobrenadante correspondente e 300L da mistura 
reaccional. O branco da reacção consiste em 700L de água desionizada e 300L da 
mistura reaccional. Agitou-se em vortex, colocou-se 5 min no escuro e realizou-se 
leituras a 535 nm. 
A actividade do oxidoredutase foi determinada pela fórmula: 
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 (T20 - B20) – (T0 - B0) 
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4. Determinação da Actividade da Redutase da 
Metahemoglobina 
 
O redutase da metahemoglobina (MTHBR) é um enzima do eritrócito com funções 
antioxidante. Numa situação de sobrecarga oxidante, formar-se-á metahemoglobina 
(HbFe(III)), sendo este prejudicial para o eritrócito se estiver em excesso. O MTHBR 
reduz a HbFe(III) de volta a HbFe(II) com oxidação de um dador de electrões (NADH). 
A actividade MTHBR foi determinada através da redução de ferrocianeto de potássio 
com a oxidação de NADH por parte do enzima. O NADH pode ser quantificado 
espectrofotométricamente a 340nm. 
 
 
Figura 17: Reacção catalisada pelo MTHbR (adaptado de Smith, 1996), o NADH é quantificado 
espectrofotmétricamente a 340nm, pelo que se mediu a sua velocidade de consumo. 
 
4.1 Recolha e preparação dos eritrócitos 
Sangues recolhidos em tubos heparinizados, os eritrócitos foram separados por 
centrifugação a 500g, durante 10 minutos, a 4ºC. Seguiram-se três lavagens com NaCl 
0,9% (m/v) nas mesmas condições. 
 
4.2 Doseamento da Hemoglobina 
Os glóbulos lavados foram diluídos 1:3 em NaCl 0,9% (m/v) . Adicionou-se 20 L a 
5 mL de solução de Drabkin (0,6M ferrocianeto de potássio, 0,7M cianeto de potássio, 
e 0,012M hidrogenocarbonato de sódio), agitou-se e incubou-se no escuro durante 10 
minutos. Leu-se a absorvência a 540nm (solução de Drabkin como branco). 
Determinou-se a concentração de Hb através de uma curva de calibração. 
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4.3 Doseamento da actividade da Redutase da Metahemoglobina 
Hemolisaram-se os eritrócitos com mercaptanol 0,7mM e EDTA 2,7mM ph7 na 
proporção 1:40 (v/v). A actividade foi determinada usando como substrato ferricianeto 
de potássio, seguindo a oxidação de NADH a 340nm ao longo do tempo. O meio 
reaccional continha 100 uL de tampão Tris-HCl 1M com EDTA 5mM, 100L ferricianeto 
de potássio 2mM, 680uL de água destilada, 100L de NADH 2mM e 20L do 
hemolisado (água destilada no branco). A actividade do enzima foi calculada a partir 
das velocidades iniciais de oxidação do NADH em mol NADHoxidado min
-1 g Hb-1. 
 
 
5. Determinação dos fenótipos da haptoglobina 
 
Determinou-se o fenótipo da haptoglobina através das variações da estrutura 
proteica resultante, o que permite a sua identificação através da separação das cadeias 
peptídicas. Usou-se a técnica de electroforese em gel de poliacrliamida 4,7% para 
separar as cadeias, seguido do uso da capacidade peroxidásica do complexo 
hemoglobina/haptoglobina para visualizar as bandas na coloração do gel. 
 
5.1 Determinação dos fenótipos por electroforese 
Preparou-se o gel adicionando 14mL do tampão do gel (preparado com a adição de 
36mg Tris em 200 mL água destilada e acertado com HCl 5M para um valor de pH 
8,9), 14mL de solução acrilamida/bisacrilamida (40%), 21mL de água destilada, 350 L 
de TEMED e 1mL de persulfato de amónio 12mg/mL que inicia a polimerização. A 
solução foi introduzida entre duas placas de vidro lavadas com etanol/éter (1/1) 
preparadas para a polimerização do gel, ficando este a solidificar durante 12 horas. 
As amostras foram preparadas adicionando 10L de hemoglobina (obtida a partir de 
sangue do cordão umbilical) e 15L de sacarose 40g/100mL a 20L de plasma. 
Aplicou-se 10L de cada amostra no gel, introduziu-se as placas com o gel numa tina 
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de electroforese com tampão Tris/glicina, pH 8,3 onde foi submetido a 180V durante 3 
horas mantendo a temperatura inferior a 4ºC. 
Os géis foram corados com a aplicação de ortodianisidina em ácido acético 
50mg/10mL sobre um papel de filtro colocado por cima do gel durante 3 minutos, 
seguido da aplicação de peróxido de hidrogénio diluído 0,6% nas mesmas condições 
da solução anterior. 
 
6. Polimorfismo Genético do eNOS 
 
Estudou-se a frequência do polimorfismo do intrão 4 do eNOS em pacientes com 
insuficiência renal, este polimorfismo é caracterizado por uma delecção de 27 pb num 
alelo de 420 pb que diminui a expressão do enzima. 
Para tal amplificaram-se fragmentos de DNA de dadores controlo e de doentes 
insuficientes renais de forma a determinar qual a frequência dos polimorfismos, 
393/393-420 (menos comuns) ou 420 (mais comum) e estudou-se a sua associação 
com a insuficiência renal crónica.  
 
A sequência dos primers utilizados foram: 
Primer Forward: 5´-AGGCCCTATGGTAGTCCTTT-3´  
 
Primer Reverse: 5´-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3´  
 
 
Figura 18: Bandas correspondentes ao polimorfismo do eNOS num gel de agarose 3%, a primeira coluna 
corresponde a marcadores low range  
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6.1 Amplificação e determinação do polimorfismo eNOS 
Pipetou-se 200ng da amostra de DNA e adicionou-se água desionizada até perfazer 
10L e incubou-se no termociclador a 94ºC durante 2 minutos para desnaturar. 
Colocou-se as amostras em gelo após a incubação. 
Adicionou-se a cada tubo 20mol de cada primer, dNTPs 0,2mM, tampão PCR 1x, 
0,2U Taq polimerase, MgCl2 1M e DMSO 1,25uL, para um volume final de 35L. 
Realizaram-se 35 ciclos de PCR. Cada ciclo é constituído por 1 minuto a 95ºC 
(desnaturação), 1 minuto a 56ºC (emparelhamento) e 1 minuto a 72ºC (extensão). 
Após os ciclos realizou-se uma extensão final de 7 minutos a 72ºC. 
 
Para visualização das amostras aplicou-se 10L destas com 2L de solução de 
deposição num gel de agarose 3%(m/V) com brometo de etídio 10g/mL. Correndo o 
gel durante 60 minutos a 80V. 
 
 
7. Polimorfismo Genético do Mieloperoxidase 
 
Estudou-se a frequência de um polimorfismo na região promotora do gene do MPO, 
que envolve uma substituição G por A na posição -463 (polimorfismo -463 G/A), em 
insuficientes renais. Este polimorfismo situa-se num elemento de resposta hormonal 
Alu que cria um local de ligação do factor de transcrição SP1 no alelo promotor G e um 
receptor de estrogéneo  no promotor A. O genótipo GG expressa até três vezes mais 
mRNA do MPO que os genótipos GA/AA. 
O estudo do polimorfismo envolveu a amplificação do fragmentos de DNA de 
dadores controlo e de doentes insuficientes renais, seguido de digestão com o enzima 
AciI que cliva as cadeias se não existir mutação.  
 
A sequência dos primers utilizados foram: 
Primer Forward: 5´-CCGTATAGGACAATGGTGAG-3´  
 
Primer Reverse: 5´-GCAATGGTTCAAGCCATTCTTC-3´  
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As bandas observadas de acordo com o genótipo foram: 
GG: Duas bandas, 169 e 120 pb 
GA: Três bandas, 289, 169 e 120 pb 
AA: Uma banda, 289 pb 
 
 
Figura 19: Bandas correspondentes ao polimorfismo do MPO num gel de agarose 3%, a primeira coluna 
corresponde a marcadores low range  
 
7.1 Amplificação 
Pipetou-se 200ng da amostra de DNA e adicionou-se água desionizada até perfazer 
10L e incubou-se no termociclador a 94ºC durante 2 minutos para desnaturar. 
Colocou-se as amostras em gelo após a incubação. 
Adicionou-se a cada tubo 1mol de cada primer, dNTPs 0,2mM, tampão PCR 1x, 1U 
Taq Polimerase, MgCl2 1,5M, para um volume final de 50L. 
 
Realizaram-se 35 ciclos de PCR. Cada ciclo é constituído por 1 minuto a 94ºC 
(desnaturação), 1 minuto a 56ºC (emparelhamento) e 1 minuto a 72ºC (extensão). 
Após os ciclos realizou-se uma extensão final de 7 minutos a 72ºC. 
 
Para visualização das amostras amplificadas, aplicou-se 10L destas com 3L de 
solução de deposição num gel de agarose 3%(m/V) com brometo de etídio 10g/mL. 
Correndo o gel durante 30 minutos a 80V. 
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7.2 Digestão com enzima de restrição 
Pipetou-se para tubos eppendorf 20L do DNA amplificado, 2 mL tampão de 
restrição e 5U do enzima AciI 
 
De forma a se realizar a digestão manteve-se a amostra dentro do aparelho PCR 
durante 16 horas a 37ºC, seguido de 20 minutos a 65ºC 
 
Para identificação dos polimorfismos, aplicou-se 10L das amostras com 3L de 
solução de deposição num gel de agarose 3%(m/V) com brometo de etídio 10g/mL. 
Correndo o gel durante 30 minutos a 80V. 
 
 
8. Determinação do polimorfismo do MTHFR 
 
A determinação do polimorfismo resultante da mutação C → T foi determinado por 
PCR-RFLP optimizada no laboratório por Irina Alho (2005). 
As sequências dos primers utilizados foram: 
Primer Forward: 5´-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3´ 
 
Primer Reverse: 5´-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3´ 
 
 
Figura 20: Bandas correspondentes ao polimorfismo do MTHFR num gel de agarose 3%, a primeira 
coluna corresponde a marcadores low range 
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8.1 Amplificação  
Pipetou-se 200ng e adicionou-se água desionizada até perfazer 10L e incubou-se 
no termociclador a 94ºC durante 2 minutos para desnaturar. Colocou-se as amostras 
em gelo após a incubação. 
Adicionou-se a cada tubo os seguintes reagentes: 10pmol de cada primer, dNTPs 
0,2mM, MgCl2 0,75mM e 1U de Taq polimerase, para um volume final de 50L. 
Realizaram-se 30 ciclos de PCR. Cada ciclo é constituído por 30 segundos a 94ºC 
(desnaturação), 30 segundos a 58ºC (emparelhamento) e 1 minuto a 72ºC (extensão). 
Após os ciclos realizou-se uma extensão final de 7 minutos a 72ºC. 
 
8.2 Digestão com enzima de restrição 
Pipetou-se para tubos eppendorf 20L do DNA amplificado, 2L tampão R+ e 5U do 
enzima de restrição. A restrição decorreu durante 18 horas a 37 ºC. 
Para identificação dos polimorfismos, aplicou-se as amostras num gel de agarose 
4%(m/V) com brometo de etídio 10g/mL. Correndo o gel durante 90 minutos a 85V. 
 
 
9. Determinação da Concentração Plasmática de 
Homocisteína 
 
Determinou-se a concentração plasmática de homocisteína (Hcy) em doentes 
insuficientes renais através de uma imunoanálise enzimática. 
Esta técnica envolveu a redução de homocisteína, persulfureto misto e formas de 
homocisteína ligadas a proteínas a homocisteína livre pelo ditiotreitol (DDT) 
 
A homocisteína livre é depois convertida a S-Adenosil-L-homocisteína (SAH) pela 
utilização do hidrolase de SAH e do excesso de adenosina que se adiciona. 
 
(Eq. 4) 
Hcy + Adenosina                           SAH + H2O 
SAHhidrolase 
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A imunoanálise enzimática baseia-se na competição entre a SAH das amostras e a 
SAH imobilizada ligada as paredes da placa de micro-titulação para pontos de ligação 
num anticorpo monoclonal anti-SAH. Após remoção do excesso deste é adicionado 
anticorpo marcado com enzima peroxidase de rábano e a actividade do peroxidase é 
medido espectofotométricamente a 450 nm após adição de substrato. Os valores da 
absorvência estão relacionados inversamente com a concentração de homocisteína no 
plasma. 
 





10. Determinação da Actividade do ACP1 
 
A actividade ACP1 foi determinada de acordo com o método descrito em Dissing, 
Dahl e Svensmark (1979). Este método envolve a reacção de p-nitrofenilfosfato (pNPP) 
com o ACP1 durante 30 min a 30ºC, formando p-nitrofenolato. Este, quando a uma 
temperatura de 4ºC e pH11, forma p-nitrofenol (pNP), um produto que pode ser 
quantificado espectrofotométricamente a 405nm. 
 
(Eq.5) 
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11. Determinação das concentrações plasmáticas de IL-6, 
TNF-, sVCAM-1 e E-selectina 
 
O estudo das concentrações plasmáticas das citocinas IL-6 e TNF- e das moléculas 
de adesão sVCAM-1 e E-selectina foram realizados por método ELISA através do uso 
de kits comerciais (R&D Systems, Inc.). 
 
12. Análise estatística 
 
A existência de possíveis diferenças entre as frequências dos diferentes 
polimorfismos estudados no grupo controlo e na insuficiência renal crónica foram 
analisadas com o teste do 2. 
Comparações entre concentrações plasmáticas de metabolitos/actividades 
enzimáticas (variáveis contínuas) foram verificadas recorrendo ao teste não 
paramétrico de Mann-Whiney ou de Kruskal-Wallis, para comparação de três ou mais 
grupos. As correlações entre diferentes variáveis foram testadas recorrendo à 
correlação de Spearman. 
O limiar de decisão de significância estatistica escolhido foi de p<0,05 (intervalo de 
95% de confiança). 
A análise estatística foi realizada recorrendo ao software SPSS Statistics vs17.0. 
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1. Determinação da concentração plasmática da razão 
GSH/GSSG 
 
De forma a verificar possíveis diferenças no potencial redox entre individuos 
saudáveis e com insuficiência renal crónica, utilizou-se a razão GSH/GSSG no plasma. 
Este método tem por base o facto de que se o organismo estiver sujeito a maior 
sobrecarga oxidante, encontraremos uma maior concentração de glutationo na sua 
forma oxidada (GSSG). O GSH corresponde à soma das concentrações de GSH (forma 
reduzida) e GSSG (forma oxidada). Determinaram-se as concentrações de GSH e GSSG 
por medição da fluorescência dum conjugado glutationo-fluoróforo.  
As curvas de calibração obtidas para o GSH e o GSSG foram as seguintes: 
 
 
Figura 21: Curva de calibração para determinação da concentração plasmática de GSH. 
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Figura 22: Curva de calibração para determinação da concentração plasmática de GSSG. 
 
A partir destas curvas determinou-se as concentrações plasmáticas de GSH e GSSG 
em dadores controlo (n=89) e em insuficientes renais (n=75), cujos resultados obtidos 
podem ser observados na figura 23: 
 
 
Figura 23: Representação gráfica da razão GSH/GSSG obtida em dadores controlo (n=88) e pacientes 
com insuficiência renal crónica (n=77) (Teste Mann Whitney, p=0,000). 
 
Verifica-se que a razão é maior nos dadores controlo do que nos pacientes 
insuficientes renais. A média da razão nos controlos foi de 8,42 3,89 e a dos 
pacientes 4,73 1,67. Tal indica maior concentração de GSSG e menor disponibilidade 
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2. Determinação da actividade do oxidoredutase (aceitador) 
dependente do NADH 
 
A actividade do oxidoredutase (aceitador) dependente do NADH foi determinada 
pela redução de ferricianeto (3-) a ferrocianeto (4-), medido espectrofotometricamente 
a 535 nm após reacção com uma mistura reaccional. Os resultados obtidos em dadores 




Figura 24: Representação gráfica da actividade oxidoredutase obtida em dadores controlo (n=69) e 
pacientes com insuficiência renal crónica (n=80) (Teste Mann Whitney, p=0976). 
 
Não se observa nenhuma diferença significativa nas actividades nos dadores 
controlo do que nos pacientes insuficientes renais. O valor médio da actividade nos 
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controlos foi de 3,56 2,13 mmol ferrocianeto h-1 e a dos pacientes 3,53 1,95 mmol 
ferrocianeto h-1.  
 
 
3. Determinação da actividade do Redutase da 
Metahemoglobina 
 
A actividade do MTHBR foi determinada pela redução de ferricianeto (3-) a 
ferrocianeto (4-), sendo medido espectrofotometricamente o consumo de NADH a 340 
nm após reacção com uma mistura reaccional. 
 
 
Figura 25: Representação gráfica da actividade MTHBR obtida em dadores controlo (n=90) e pacientes 
com insuficiência renal crónica (n=86) (Teste Mann Whitney, p=0,000). 
 
Verifica-se uma actividade enzimática superior nos individuos com insuficiência renal 
crónica do que nos dadores controlo. O valor médio da actividade nos controlos foi de 
21,45 6,77 mol NADHoxidado min
-1 g Hb-1 e na IRC 25,23 4,99 mol NADHoxidado min
-
1 g Hb-1 (n=85). 
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4. Determinação da actividade ACP1 
 
A actividade ACP1 foi determinada através da reacção pNPP com o ACP1 e a 
conversão do produto dos dois em pNP, um produto que pode ser quantificado 
espectrofotométricamente a 405nm. 
 
 
Figura 26: Representação gráfica da actividade ACP1 obtida em dadores controlo (n=129) e pacientes 
com insuficiência renal crónica (n=86) (Teste Mann Whitney, p=0,651). 
 
Não se observa uma diferença significativa nas actividades ACP1 entre os individuos 
com insuficiência renal crónica e nos dadores controlo. O valor médio da actividade nos 
controlos foi de 337,63 43,17 mol g Hb-1 h-1  e nos indivíduos IRC 333,90 86,60 
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5. Frequência do fenótipo da haptoglobina  
 
Determinaram-se os fenótipos da haptoglobina em dadores controlo (n=94) e 
pacientes insuficientes renais crónicos (n=69) através da identificação das cadeias 
peptídicas resultantes, procurando estabelecer uma relação entre um dos fenótipos e a 
patologia. 
As frequências observadas para os dadores controlo e doentes insuficientes renais 
traduzem-se nos seguintes resultados. 
 
 
Figura 27: Representação gráfica da variação dos fenótipos da haptoglobina em dadores controlo (n=98) 
e pacientes com insuficiência renal crónica (n=122). 
 
Observa-se uma diferença significativa na distribuição dos fenótipos da haptoglobina 
entre os dadores controlo e os pacientes insuficientes renais (teste 2, p=0,045), 
existindo uma prevalência do fenótipo Hp-2-2 nestes últimos (44,26% vs 28,57%). 
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6. Frequência do polimorfismo do eNOS 
 
A presença da delecção de 27 pb no intrão 4 da eNOS característica do 
polimorfismo foi verificada em dadores controlo (n=151) e pacientes insuficientes 
renais crónicos (n=97) através da técnica de PCR. Verificando-se para cada 
dador/doente se o intrão 4 apresenta o genótipo 420/420 (normal), 420/393 ou 
393/393 de forma a ver se existe uma relação entre a insuficiência renal e algum dos 
genótipos. 
As frequências observadas para os dadores controlo e doentes insuficientes renais 
traduzem-se nos seguintes resultados. 
 
Figura 28: Representação gráfica da variação dos genótipos eNOS em dadores controlo (n=174) e 
pacientes com insuficiência renal crónica (n=81). 
 
Não se observaram diferenças significativas entre os controlos e insuficiência renal 
crónica no que diz respeito ao polimorfismo do eNOS (teste 2, p=0,747).  
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7. Frequência do polimorfismo do MPO 
 
A presença do polimorfismo -463 G/A foi verificada em pacientes insuficientes renais 
(n=35) através da amplificação e digestão de fragmentos de DNA com o enzima Acil 


























Figura 29: Representação gráfica da distribuição dos genótipos MPO em dadores controlo (n=129) e 
pacientes com insuficiência renal crónica (n=35). 
 
Não se observou diferenças significativas entre os controlos e insuficiência renal 
crónica no que diz respeito ao polimorfismo do MPO (teste 2, p=0,891).  
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8. Determinação da concentração plasmática de 
homocisteína 
 
Determinou-se a concentração plasmática de homocisteína através de um kit em 
doentes insuficientes renais (n=39). Comparou-se estes resultados com o de valores 
padrões conhecidos: 5-15 mol/L em homens e mulheres adultos e 5-20 mol/L para 
pessoas com mais de 60 anos. 

















Figura 30: Curva de calibração para determinação da concentração plasmática de homocisteína. 
 
A partir destas curvas determinou-se a concentração plasmática de homocisteína 
nos pacientes insuficientes renais: 
FACTORES DE RISCO NA INSUFICIÊNCIA RENAL CRÓNICA: 
Estudo de Factores Genéticos e Bioquímicos Que Possam Contribuir Para a Patologia. 






Figura 31: Representação gráfica dos valores de concentração plasmática de homocisteína obtidos em 
pacientes com insuficiência renal crónica (n=39). 
 
Todos os pacientes insuficientes renais apresentaram valores de concentração 
plasmática de homocísteina superiores a 20 mol/L, tendo-se verificado um valor 
médio de 27,18 4,80 mol/L. Este resultado indica a presença de elevadas 
concentrações plasmáticas de homocisteína na insuficiência renal crónica. 
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9. Frequência do polimorfismo MTHFR 
 
 
Figura 32: Representação gráfica da variação dos genótipos do MTHFR em dadores controlo (n=174) e 
pacientes com insuficiência renal crónica (n=90). 
 
Observam-se diferenças significativas entre os controlos e insuficiência renal crónica 
no que diz respeito ao polimorfismo do MTHFR (teste 2, p=0,030). Notando-se uma 
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10. Correlações entre sobrecarga oxidante e citocinas 
 
10.1 Relação entre fenótipos da haptoglobina e concentração 
plasmática de IL-6 
 
Figura 33: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de IL-6 para os diversos 
fenótipos de haptoglobina nos pacientes com insuficiência renal crónica. Teste Kruskal-Wallis (p=0,001). 
 
Observam-se alterações na concentração plasmática de IL-6 conforme o fenótipo da 
haptoglobina (p=0,001, teste Kruskal-Wallis), estando o fenótipo Hp1-1 associado à 
menor concentração da citocina e o Hp2-2 à maior concentração. Os valores médios 
das concentrações de IL-6 para cada fenótipo foram: 
 
Tabela 3: Concentração plasmática média de IL-6 para os diversos fenótipos da Hp 
Hp [IL6](g mL-1) Desvio Padrão (g mL-1) 
1-1 3,85 1,07 
2-1 5,31 2,15 
2-2 6,77 2,89 
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11. Correlações entre sobrecarga oxidante e moléculas de 
adesão 
 
11.1 Relação entre os genótipos MTHFR e as concentrações 
plasmáticas de sVCAM-1 
 
 
Figura 34: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de IL-6 para os diversos 
genótipos de MTHFR nos pacientes com insuficiência renal crónica. Teste Kruskal-Wallis (p=0,020). 
 
Verifica-se uma relação (p=0,020, teste Kruskal-Wallis) entre o genótipo do MTHFR 
e os níveis plasmáticos de sVCAM, estando uma maior concentração da molécula de 
adesão associada ao genótipo CT. Os valores médios de concentração de sVCAM para 
cada genótipo MTHFR observados foram: 
 
Tabela 4: Concentração plasmática média de sVCAM-1 para os diversos genótipos da MTHFR 
MTHFR 
[sVCAM-1](ng mL-
1) Desvio Padrão (pg mL-1) 
CC 2154,54 746,36 
CT 2884,49 1130,41 
TT 2104,66 1411,87 
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12. Relações entre factores estudados e a doença 
coronária e arterial periférica na insuficiência renal 
crónica 
 
12.1 Relações envolvendo a doença coronária 
 
 
Figura 35: Representação gráfica da variação da actividade oxidorredutase dependente do NADH em 
indivíduos IR com doença coronária. Teste Mann-Whitney (p=0,00). 
 
Verifica-se uma relação (p=0,000, teste Mann-Whitney) entre a actividade 
oxidorredutase e a presença de doença coroária nos individuos insuficientes renais. Os 
valores médios de concentração de oxidorredutase observados foram: 
 






Desvio Padrão (pg mL-1) 
Sem 4,51 2,22 
Com 2,84 1,74 
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Figura 36: Representação gráfica da variação da concentração plasmática sVCAM-1 em indivíduos IR 
com doença coronária. Teste Mann-Whitney (p=0,051). 
 
Observa-se uma tendência (p=0,051, teste Mann-Whitney) entre a concentração 
plasmática de sVCAM-1 e a presença de doença coroária nos individuos insuficientes 
renais. Os valores médios de concentração de sVCAM observados foram: 
 






Desvio Padrão (pg mL-1) 
Sem 2206,62 840,69 
Com 2746,42 1133,98 
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Figura 37: Representação gráfica da variação da concentração plasmática da proteína reactiva C em 
indivíduos IR com doença coronária. Teste Mann-Whitney (p=0,052). 
 
Existe uma tendência (p=0,052, teste Mann-Whitney) entre a concentração 
plasmática de proteína reactiva C e a presença de doença coronária nos individuos 
insuficientes renais. Os valores médios de concentração de oxidorredutase observados 
foram: 
Tabela 7: Concentração plasmática média de proteína reactiva C na doença coronária 
Doença 
Coronária 
[Prot React C] 
(mg L-1) 
Desvio Padrão (pg mL-1) 
Sem 6,72 1,43 
Com 8,22 1,14 
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12.2 Relações envolvendo a doença arterial periférica 
 
 
Figura 38: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de IL-6 em indivíduos IR 
com doença coronária. Teste Mann-Whitney (p=0,073). 
 
Existe uma tendência (p=0,073, teste Mann-Whitney) entre a concentração 
plasmática de proteína reactiva C e a presença de doença arterial periférica nos 
individuos insuficientes renais. Os valores médios de concentração de oxidorredutase 
observados foram: 
Tabela 8: Concentração plasmática média de IL-6 na doença arterial periférica 
D. Arterial 
Periférica 
[IL-6] (pg mL-1) Desvio Padrão (pg mL-1) 
Sem 39,69 21,15 
Com 44,67 44,67 
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Figura 39: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de sVCAM-1 em indivíduos 
IR com doença arterial periférica. Teste Mann-Whitney (p=0,000). 
 
Existe uma relação (p=0,000, teste Mann-Whitney) entre a concentração plasmática 
de proteína reactiva C e a presença de doença arterial periférica nos individuos 
insuficientes renais. Os valores médios de concentração de sVCAM observados foram: 
 





Desvio Padrão (pg mL-1) 
Sem 1939,09 659,14 




13. Correlações observadas entre os factores estudados 
 
Seguidamente apresenta-se uma tabela indicando as diferentes variáveis estudadas 
de forma a encontrarem-se correlações entre participantes da sobrecarga oxidante e a 
resposta inflamatória.  
As correlações/tendências observadas encontram-se assinaladas a preto e a negrito. 
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Tabela 10: Correlações/Tendências observadas (Spearman) 
   Idade MTHBR RTM ACP 1 sVCAM E-selectina IL-6 
Idade 
Coef Corr 1,000 -0,063 -0,160 0,059 0,343 -0,137 0,245 
Sig. (2-tailed) . 0,566 0,157 0,590 0,002 0,224 0,034 
N 86 86 80 86 79 80 75 
MTHbR 
Coef Corr -0,063 1,000 -0,134 0,207 -0,002 -0,016 0,025 
Sig. (2-tailed) 0,566 . 0,237 0,055 0,985 0,891 0,831 
N 86 86 80 86 79 80 75 
RTM 
Coef Corr -0,160 -0,134 1,000 -0,169 -0,190 0,133 -0,179 
Sig. (2-tailed) 0,157 0,237 . 0,133 0,108 0,257 0,141 
N 80 80 80 80 73 74 69 
ACP 1 
Coef Corr 0,059 0,207 -0,169 1,000 0,046 -0,167 0,098 
Sig. (2-tailed) 0,590 0,055 0,133 . 0,688 0,140 0,403 
N 86 86 80 86 79 80 75 
sVCAM 
Coef Corr 0,343 -0,002 -0,190 0,046 1,000 0,003 0,231 
Sig. (2-tailed) 0,002 0,985 0,108 0,688 . 0,978 0,048 
N 79 79 73 79 79 78 74 
E-selectina 
Coef Corr -0,137 -0,016 0,133 -0,167 0,003 1,000 -0,013 
Sig. (2-tailed) 0,224 0,891 0,257 0,140 0,978 . 0,909 
N 80 80 74 80 78 80 74 
IL-6 
Coef Corr 0,245 0,025 -0,179 0,098 0,231 -0,013 1,000 
Sig. (2-tailed) 0,034 0,831 0,141 0,403 0,048 0,909 . 
N 75 75 69 75 74 74 75 
Nitrotirosina 
Coef Corr 0,170 -0,072 0,106 -0,137 0,208 -0,013 0,285 
Sig. (2-tailed) 0,120 0,514 0,354 0,211 0,065 0,912 0,014 
N 85 85 79 85 79 79 74 
Nitrito 
Coef Corr 0,360 -0,020 0,039 -0,060 0,009 -0,034 0,127 
Sig. (2-tailed) 0,004 0,876 0,779 0,644 0,944 0,794 0,343 
N 61 61 55 61 60 61 58 
Nitrato 
Coef Corr -0,013 0,018 0,138 -0,300 0,053 0,169 -0,137 
Sig. (2-tailed) 0,907 0,873 0,245 0,007 0,644 0,139 0,244 
N 79 79 73 79 78 78 74 
GSH 
Coef Corr 0,159 0,255 -0,092 -0,018 -0,004 -0,100 0,112 
Sig. (2-tailed) 0,165 0,024 0,422 0,879 0,971 0,403 0,365 
N 78 78 78 78 71 72 67 
GSSG 
Coef Corr -0,016 0,172 0,021 0,104 0,001 0,056 0,072 
Sig. (2-tailed) 0,893 0,131 0,856 0,363 0,995 0,639 0,565 
N 78 78 78 78 71 72 67 
GSH/GSSG 
Coef Corr 0,288 0,218 -0,163 -0,098 -0,060 -0,138 0,080 
Sig. (2-tailed) 0,011 0,057 0,157 0,397 0,619 0,250 0,522 
N 77 77 77 77 70 71 66 
Tempo Hemodiálise 
Coef Corr 0,028 0,097 -0,176 0,066 0,351 -0,050 -0,009 
Sig. (2-tailed) 0,796 0,377 0,118 0,549 0,002 0,657 0,941 
N 86 86 80 86 79 80 75 
Pr. Pulso 
Coef Corr 0,171 0,161 0,053 -0,118 0,034 0,037 -0,122 
Sig. (2-tailed) 0,115 0,138 0,643 0,280 0,767 0,746 0,296 
N 86 86 80 86 79 80 75 
Pr. Arterial média 
Coef Corr -0,166 0,001 0,075 -0,226 -0,064 0,127 -0,140 
Sig. (2-tailed) 0,126 0,991 0,507 0,036 0,578 0,263 0,231 
N 86 86 80 86 79 80 75 
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   Nitrotirosina Nitrito Nitrato GSH GSSG GSH/GSSG Tp HD 
Idade 
Coef Corr 0,170 0,360 -0,013 0,159 -0,016 0,288 0,028 
Sig. (2-tailed) 0,120 0,004 0,907 0,165 0,893 0,011 0,796 
N 85 61 79 78 78 77 86 
MTHbR 
Coef Corr -0,072 -0,020 0,018 0,255 0,172 0,218 0,097 
Sig. (2-tailed) 0,514 0,876 0,873 0,024 0,131 0,057 0,377 
N 85 61 79 78 78 77 86 
RTM 
Coef Corr 0,106 0,039 0,138 -0,092 0,021 -0,163 -0,176 
Sig. (2-tailed) 0,354 0,779 0,245 0,422 0,856 0,157 0,118 
N 79 55 73 78 78 77 80 
ACP 1 
Coef Corr -0,137 -0,060 -0,300 -0,018 0,104 -0,098 0,066 
Sig. (2-tailed) 0,211 0,644 0,007 0,879 0,363 0,397 0,549 
N 85 61 79 78 78 77 86 
sVCAM 
Coef Corr 0,208 0,009 0,053 -0,004 0,001 -0,060 0,351 
Sig. (2-tailed) 0,065 0,944 0,644 0,971 0,995 0,619 0,002 
N 79 60 78 71 71 70 79 
E-selectina 
Coef Corr -0,013 -0,034 0,169 -0,100 0,056 -0,138 -0,050 
Sig. (2-tailed) 0,912 0,794 0,139 0,403 0,639 0,250 0,657 
N 79 61 78 72 72 71 80 
IL-6 
Coef Corr 0,285 0,127 -0,137 0,112 0,072 0,080 -0,009 
Sig. (2-tailed) 0,014 0,343 0,244 0,365 0,565 0,522 0,941 
N 74 58 74 67 67 66 75 
Nitrotirosina 
Coef Corr 1,000 0,292 0,176 -0,047 0,030 0,001 0,082 
Sig. (2-tailed) . 0,024 0,123 0,687 0,799 0,994 0,455 
N 85 60 78 77 77 76 85 
Nitrito 
Coef Corr 0,292 1,000 0,274 0,160 -0,015 0,296 0,034 
Sig. (2-tailed) 0,024 . 0,034 0,252 0,916 0,033 0,797 
N 60 61 60 53 53 52 61 
Nitrato 
Coef Corr 0,176 0,274 1,000 0,146 -0,094 0,275 -0,032 
Sig. (2-tailed) 0,123 0,034 . 0,224 0,437 0,021 0,782 
N 78 60 79 71 71 70 79 
GSH 
Coef Corr -0,047 0,160 0,146 1,000 0,674 0,720 -0,070 
Sig. (2-tailed) 0,687 0,252 0,224 . 0,000 0,000 0,540 
N 77 53 71 78 78 77 78 
GSSG 
Coef Corr 0,030 -0,015 -0,094 0,674 1,000 0,074 0,081 
Sig. (2-tailed) 0,799 0,916 0,437 0,000 . 0,522 0,483 
N 77 53 71 78 78 77 78 
GSH/GSSG 
Coef Corr 0,001 0,296 0,275 0,720 0,074 1,000 -0,094 
Sig. (2-tailed) 0,994 0,033 0,021 0,000 0,522 . 0,418 
N 76 52 70 77 77 77 77 
Tempo Hemodiálise 
Coef Corr 0,082 0,034 -0,032 -0,070 0,081 -0,094 1,000 
Sig. (2-tailed) 0,455 0,797 0,782 0,540 0,483 0,418 . 
N 85 61 79 78 78 77 86 
Pr. Pulso 
Coef Corr 0,161 0,237 0,130 0,312 0,218 0,159 0,066 
Sig. (2-tailed) 0,141 0,066 0,252 0,005 0,055 0,168 0,543 
N 85 61 79 78 78 77 86 
Pr. Arterial média 
Coef Corr -0,002 0,039 0,094 0,191 0,128 0,061 -0,105 
Sig. (2-tailed) 0,985 0,764 0,411 0,094 0,266 0,598 0,335 
N 85 61 79 78 78 77 86 
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   Pr. Pulso 
Pr. Art. 
média IMC Colesterol Ác. Úrico PCR Ferro 
Idade 
Coef Corr 0,171 -0,166 -0,044 -0,068 -0,174 0,137 0,077 
Sig. (2-tailed) 0,115 0,126 0,691 0,539 0,113 0,212 0,486 
N 86 86 86 84 84 85 85 
MTHbR 
Coef Corr 0,161 0,001 -0,133 0,056 0,074 0,074 0,044 
Sig. (2-tailed) 0,138 0,991 0,224 0,612 0,501 0,498 0,688 
N 86 86 86 84 84 85 85 
RTM 
Coef Corr 0,053 0,075 0,105 0,003 0,296 -0,199 0,103 
Sig. (2-tailed) 0,643 0,507 0,355 0,981 0,009 0,078 0,365 
N 80 80 80 78 78 79 79 
ACP 1 
Coef Corr -0,118 -0,226 -0,014 0,132 -0,047 0,159 -0,082 
Sig. (2-tailed) 0,280 0,036 0,901 0,231 0,673 0,147 0,454 
N 86 86 86 84 84 85 85 
sVCAM 
Coef Corr 0,034 -0,064 -0,304 -0,238 -0,080 0,107 -0,131 
Sig. (2-tailed) 0,767 0,578 0,007 0,036 0,486 0,352 0,255 
N 79 79 79 78 78 78 78 
E-selectina 
Coef Corr 0,037 0,127 0,037 -0,016 0,135 -0,094 0,002 
Sig. (2-tailed) 0,746 0,263 0,744 0,886 0,237 0,411 0,987 
N 80 80 80 79 79 79 79 
IL-6 
Coef Corr -0,122 -0,140 0,094 -0,052 -0,177 0,382 0,057 
Sig. (2-tailed) 0,296 0,231 0,422 0,660 0,132 0,001 0,632 
N 75 75 75 74 74 75 74 
Nitrotirosina 
Coef Corr 0,161 -0,002 0,102 -0,142 0,163 0,110 0,023 
Sig. (2-tailed) 0,141 0,985 0,353 0,201 0,141 0,319 0,836 
N 85 85 85 83 83 84 84 
Nitrito 
Coef Corr 0,237 0,039 0,084 -0,131 0,153 0,099 0,150 
Sig. (2-tailed) 0,066 0,764 0,519 0,317 0,244 0,452 0,251 
N 61 61 61 60 60 60 60 
Nitrato 
Coef Corr 0,130 0,094 -0,130 -0,002 -0,021 0,066 -0,164 
Sig. (2-tailed) 0,252 0,411 0,252 0,985 0,854 0,566 0,151 
N 79 79 79 78 78 78 78 
GSH 
Coef Corr 0,312 0,191 -0,004 0,116 -0,012 0,067 -0,224 
Sig. (2-tailed) 0,005 0,094 0,970 0,313 0,918 0,562 0,050 
N 78 78 78 77 77 77 77 
GSSG 
Coef Corr 0,218 0,128 0,048 0,003 0,177 0,148 -0,063 
Sig. (2-tailed) 0,055 0,266 0,675 0,982 0,123 0,200 0,587 
N 78 78 78 77 77 77 77 
GSH/GSSG 
Coef Corr 0,159 0,061 -0,019 0,173 -0,132 0,070 -0,287 
Sig. (2-tailed) 0,168 0,598 0,868 0,135 0,256 0,549 0,012 
N 77 77 77 76 76 76 76 
Tempo Hemodiálise 
Coef Corr 0,066 -0,105 -0,115 -0,140 0,008 0,040 0,091 
Sig. (2-tailed) 0,543 0,335 0,293 0,203 0,943 0,718 0,407 
N 86 86 86 84 84 85 85 
Pr. Pulso 
Coef Corr 1,000 0,369 -0,099 -0,272 0,049 -0,146 -0,026 
Sig. (2-tailed) . 0,000 0,364 0,012 0,657 0,184 0,817 
N 87 87 86 84 84 85 85 
Pr. Arterial média 
Coef Corr 0,369 1,000 0,023 -0,038 0,318 -0,216 -0,027 
Sig. (2-tailed) 0,000 . 0,833 0,732 0,003 0,047 0,804 
N 87 87 86 84 84 85 85 
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   TNF alfa Homocisteína NOS Ferritina  
Idade 
Coef Corr 0,132 -0,135 -0,14 0,196 
Sig. (2-tailed) 0,242 0,400 0,20 0,072 
N 80 41 84 85 
MTHbR 
Coef Corr 0,016 0,003 -0,07 0,063 
Sig. (2-tailed) 0,886 0,985 0,54 0,565 
N 80 41 84 85 
RTM 
Coef Corr 0,000 -0,083 0,230 -0,144 
Sig. (2-tailed) 0,999 0,637 0,050 0,206 
N 74 35 78 79 
ACP 1 
Coef Corr -0,043 0,084 -0,07 -0,019 
Sig. (2-tailed) 0,708 0,603 0,50 0,860 
N 80 41 84 85 
sVCAM 
Coef Corr 0,090 0,120 -0,13 -0,048 
Sig. (2-tailed) 0,428 0,478 0,25 0,677 
N 79 37 77 78 
E-selectina 
Coef Corr 0,270 -0,102 -0,15 -0,266 
Sig. (2-tailed) 0,016 0,541 0,20 0,018 
N 79 38 78 79 
IL-6 
Coef Corr 0,423 -0,126 -0,18 -0,068 
Sig. (2-tailed) 0,000 0,465 0,14 0,563 
N 75 36 73 74 
Nitrotirosina 
Coef Corr -0,016 0,001 -0,02 -0,036 
Sig. (2-tailed) 0,887 0,996 0,86 0,745 
N 79 40 83 84 
Nitrito 
Coef Corr 0,070 -0,036 -0,16 0,157 
Sig. (2-tailed) 0,590 0,851 0,23 0,230 
N 61 30 59 60 
Nitrato 
Coef Corr 0,071 0,039 -0,04 0,070 
Sig. (2-tailed) 0,532 0,816 0,74 0,545 
N 79 38 77 78 
GSH 
Coef Corr 0,122 -0,069 -0,02 0,058 
Sig. (2-tailed) 0,306 0,705 0,85 0,616 
N 72 33 76 77 
GSSG 
Coef Corr 0,080 -0,019 0,12 -0,124 
Sig. (2-tailed) 0,502 0,915 0,32 0,281 
N 72 33 76 77 
GSH/GSSG 
Coef Corr 0,132 -0,173 -0,18 0,134 
Sig. (2-tailed) 0,274 0,335 0,11 0,247 
N 71 33 75 76 
Tempo Hemodiálise 
Coef Corr -0,273 0,068 -0,13 -0,021 
Sig. (2-tailed) 0,014 0,674 0,23 0,848 
N 80 41 84 85 
Pr. Pulso 
Coef Corr -0,107 0,034 0,03 0,067 
Sig. (2-tailed) 0,345 0,831 0,82 0,545 
N 80 41 84 85 
Pr. Arterial média 
Coef Corr -0,017 0,118 0,00 0,001 
Sig. (2-tailed) 0,883 0,464 0,98 0,992 
N 80 41 84 85 
FACTORES DE RISCO NA INSUFICIÊNCIA RENAL CRÓNICA: 
Estudo de Factores Genéticos e Bioquímicos Que Possam Contribuir Para a Patologia. 




   Idade MTHbR RTM ACP 1 sVCAM E-selectina IL-6 
IMC 
Coef Corr -0,044 -0,133 0,105 -0,014 -0,304 0,037 0,094 
Sig. (2-tailed) 0,691 0,224 0,355 0,901 0,007 0,744 0,422 
N 86 86 80 86 79 80 75 
Colesterol 
Coef Corr -0,068 0,056 0,003 0,132 -0,238 -0,016 -0,052 
Sig. (2-tailed) 0,539 0,612 0,981 0,231 0,036 0,886 0,660 
N 84 84 78 84 78 79 74 
Ác. Úrico 
Coef Corr -0,174 0,074 0,296 -0,047 -0,080 0,135 -0,177 
Sig. (2-tailed) 0,113 0,501 0,009 0,673 0,486 0,237 0,132 
N 84 84 78 84 78 79 74 
PCR 
Coef Corr 0,137 0,074 -0,199 0,159 0,107 -0,094 0,382 
Sig. (2-tailed) 0,212 0,498 0,078 0,147 0,352 0,411 0,001 
N 85 85 79 85 78 79 75 
Ferro 
Coef Corr 0,077 0,044 0,103 -0,082 -0,131 0,002 0,057 
Sig. (2-tailed) 0,486 0,688 0,365 0,454 0,255 0,987 0,632 
N 85 85 79 85 78 79 74 
TNF alfa 
Coef Corr 0,132 0,016 0,000 -0,043 0,090 0,270 0,423 
Sig. (2-tailed) 0,242 0,886 0,999 0,708 0,428 0,016 0,000 
N 80 80 74 80 79 79 75 
Homocisteína 
Coef Corr -0,135 0,003 -0,083 0,084 0,120 -0,102 -0,126 
Sig. (2-tailed) 0,400 0,985 0,637 0,603 0,478 0,541 0,465 
N 41 41 35 41 37 38 36 
NOS 
Coef Corr -0,14 -0,07 0,230 -0,07 -0,13 -0,15 -0,18 
Sig. (2-tailed) 0,20 0,54 0,050 0,50 0,25 0,20 0,14 
N 84 84 78 84 77 78 73 
Ferritina 
Coef Corr 0,196 0,063 -0,144 -0,019 -0,048 -0,266 -0,068 
Sig. (2-tailed) 0,072 0,565 0,206 0,860 0,677 0,018 0,563 
N 85 85 79 85 78 79 74 
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   Nitrotirosina Nitrito Nitrato GSH GSSG GSH/GSSG Tp HD 
IMC 
Coef Corr 0,102 0,084 -0,130 -0,004 0,048 -0,019 -0,115 
Sig. (2-tailed) 0,353 0,519 0,252 0,970 0,675 0,868 0,293 
N 85 61 79 78 78 77 86 
Colesterol 
Coef Corr -0,142 -0,131 -0,002 0,116 0,003 0,173 -0,140 
Sig. (2-tailed) 0,201 0,317 0,985 0,313 0,982 0,135 0,203 
N 83 60 78 77 77 76 84 
Ác. Úrico 
Coef Corr 0,163 0,153 -0,021 -0,012 0,177 -0,132 0,008 
Sig. (2-tailed) 0,141 0,244 0,854 0,918 0,123 0,256 0,943 
N 83 60 78 77 77 76 84 
PCR 
Coef Corr 0,110 0,099 0,066 0,067 0,148 0,070 0,040 
Sig. (2-tailed) 0,319 0,452 0,566 0,562 0,200 0,549 0,718 
N 84 60 78 77 77 76 85 
Ferro 
Coef Corr 0,023 0,150 -0,164 -0,224 -0,063 -0,287 0,091 
Sig. (2-tailed) 0,836 0,251 0,151 0,050 0,587 0,012 0,407 
N 84 60 78 77 77 76 85 
TNF alfa 
Coef Corr -0,016 0,070 0,071 0,122 0,080 0,132 
-
0,273 
Sig. (2-tailed) 0,887 0,590 0,532 0,306 0,502 0,274 0,014 
N 79 61 79 72 72 71 80 
Homocisteína 
Coef Corr 0,001 -0,036 0,039 -0,069 -0,019 -0,173 0,068 
Sig. (2-tailed) 0,996 0,851 0,816 0,705 0,915 0,335 0,674 
N 40 30 38 33 33 33 41 
NOS 
Coef Corr -0,02 -0,16 -0,04 -0,02 0,12 -0,18 -0,13 
Sig. (2-tailed) 0,86 0,23 0,74 0,85 0,32 0,11 0,23 
N 83 59 77 76 76 75 84 
Ferritina 
Coef Corr -0,036 0,157 0,070 0,058 -0,124 0,134 -0,021 
Sig. (2-tailed) 0,745 0,230 0,545 0,616 0,281 0,247 0,848 
N 84 60 78 77 77 76, 85 
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   Pr. Pulso Pr. Art. IMC Colesterol Ác. Úrico PCR Ferro 
IMC 
Coef Corr -0,099 0,023 1,000 0,101 0,130 0,021 0,189 
Sig. (2-tailed) 0,364 0,833 . 0,359 0,240 0,846 0,084 
N 86 86 86 84 84 85 85 
Colesterol 
Coef Corr -0,272 -0,038 0,101 1,000 -0,002 -0,020 0,003 
Sig. (2-tailed) 0,012 0,732 0,359 . 0,988 0,858 0,977 
N 84 84 84 84 84 83 83 
Ác. Úrico 
Coef Corr 0,049 0,318 0,130 -0,002 1,000 -0,041 0,040 
Sig. (2-tailed) 0,657 0,003 0,240 0,988 . 0,712 0,722 
N 84 84 84 84 84 83 83 
PCR 
Coef Corr -0,146 -0,216 0,021 -0,020 -0,041 1,000 -0,063 
Sig. (2-tailed) 0,184 0,047 0,846 0,858 0,712 . 0,566 
N 85 85 85 83 83 85 84 
Ferro 
Coef Corr -0,026 -0,027 0,189 0,003 0,040 -0,063 1,000 
Sig. (2-tailed) 0,817 0,804 0,084 0,977 0,722 0,566 . 
N 85 85 85 83 83 84 85 
TNF alfa 
Coef Corr -0,107 -0,017 0,119 0,001 -0,142 0,119 0,105 
Sig. (2-tailed) 0,345 0,883 0,294 0,992 0,213 0,295 0,357 
N 80 80 80 79 79 79 79 
Homocisteína 
Coef Corr 0,034 0,118 -0,012 -0,032 0,143 -0,205 0,202 
Sig. (2-tailed) 0,831 0,464 0,942 0,849 0,384 0,204 0,205 
N 41 41 41 39 39 40 41 
NOS 
Coef Corr 0,03 0,00 0,09 0,05 -0,12 -0,12 0,21 
Sig. (2-tailed) 0,82 0,98 0,44 0,67 0,30 0,29 0,06 
N 84 84 84 82 82 83 83 
Ferritina 
Coef Corr 0,067 0,001 0,030 0,038 -0,062 0,003 0,288 
Sig. (2-tailed) 0,545 0,992 0,784 0,735 0,576 0,980 0,007 
N 85 85 85 83 83 84 85 
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   TNF alfa Homocisteína NOS Ferritina  
IMC 
Coef Corr 0,119 -0,012 0,09 0,030 
Sig. (2-tailed) 0,294 0,942 0,44 0,784 
N 80 41 84 85 
Colesterol 
Coef Corr 0,001 -0,032 0,05 0,038 
Sig. (2-tailed) 0,992 0,849 0,67 0,735 
N 79 39 82 83 
Ác. Úrico 
Coef Corr -0,142 0,143 -0,12 -0,062 
Sig. (2-tailed) 0,213 0,384 0,30 0,576 
N 79 39 82 83 
PCR 
Coef Corr 0,119 -0,205 -0,12 0,003 
Sig. (2-tailed) 0,295 0,204 0,29 0,980 
N 79 40 83 84 
Ferro 
Coef Corr 0,105 0,202 0,21 0,288 
Sig. (2-tailed) 0,357 0,205 0,06 0,007 
N 79 41 83 85 
TNF alfa 
Coef Corr 1,000 0,041 0,06 0,098 
Sig. (2-tailed) . 0,807 0,58 0,392 
N 80 38 78 79 
Homocisteína 
Coef Corr 0,041 1,000 0,29 0,314 
Sig. (2-tailed) 0,807 . 0,08 0,046 
N 38 41 39 41 
NOS 
Coef Corr 0,06 0,29 1,00 0,154 
Sig. (2-tailed) 0,58 0,08 . 0,164 
N 78 39 84 83 
Ferritina 
Coef Corr 0,098 0,314 0,154 1,000 
Sig. (2-tailed) 0,392 0,046 0,164 . 
N 79 41 83 85 
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1. A participação da sobrecarga oxidante na insuficiência renal 
crónica 
 
O GSH consiste num tripéptido com um grupo tiol, sendo um dos mais importantes 
antioxidantes no organismo através da sua oxidação a GSSG. Depleção do GSH torna 
as células mais vulneráveis a ataques antioxidantes, pelo que a sua presença em 
concentrações adequadas nas células é essencial. Tal é conseguido através do controlo 
da sua síntese a partir de L-glutamato e L-cisteína e a partir da reciclagem do 
glutationo.  
O glutationo participa na activação da transcrição de genes, modulação da 
transdução de sinal regulada por reacções redox, regulação da proliferação celular e 
apoptose. Entre os factores de transcrição afectados pelo estado redox encontra-se o 
NF-B e a proteína activadora 1 (AP-1), moléculas cujas actividades são afectadas por 
agentes oxidantes, pró e anti-inflamatórios, desempenhando funções em processos 
pró-inflamatórios tais como transcrição de genes de citocinas e na regulação de genes 
de moléculas antioxidantes (Rahman e MacNee, 2000). 
Logo, o equilíbrio GSH/GSSG afecta a resposta imunitária e inflamatória, 
especialmente em situações de sobrecarga oxidante. 
 
Os resultados obtidos traduzem uma situação de maior sobrecarga oxidante em 
indivíduos com IRC dado apresentarem uma média da razão GSH/GSSG (4,68±1,67) 
inferior aos controlos (8,45±3,89). A diminuição da razão observada aparenta ser 
resultado da diminuição da produção de GSH e não a um aumento da sua oxidação, 
visto a diminuição da razão GSH/GSSG observada não ser acompanhada dum aumento 
da concentração de GSSG (controlo: 4,76±0,21 g/mL; IRC: 4,34±0,19 g/mL). Tal 
está de acordo com a informação estudada que refere que a sobrecarga oxidante pode 
ter origem na diminuição da função renal, sendo observado em pacientes nas fases 
iniciais de insuficiência renal crónica. A sobrecarga oxidante característica da 
insuficiência renal aparenta ter origem na perda da função renal e acumulação de 
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metabolitos tóxicos, na síntese de espécies oxidantes por parte de células imunitárias e 
na diminuição das actividades superóxido dismutase e da peroxidase do glutationo 
eritrocitárias (Zalba et al, 2006) 
 
Relativamente às actividades do oxidorredutase dependente de NADH e do MTHBR 
(enzimas responsáveis pelo equilíbrio redox do eritrócito através do transporte de 
electrões ao nível membranar e redução do metHb com a oxidação de NADH), 
verificou-se uma diminuição da actividade oxidorredutase (controlos: 5,42±1,74; IRC: 
3,53±1,95) e um aumento da actividade MTHBR (controlos: 18,81±6,95; IRC: 
25,23±4,99) nos indivíduos com insuficiência renal crónica. 
Os resultados obtidos para o GSH e o oxidorredutase de NADH demonstram a 
presença de sobrecarga oxidante associada à patologia renal, indicando um possível 
aumento da formação de metHb. Logo, o maior valor de actividade de MTHBR 
observado na patologia pode envolver um aumento da expressão do enzima em 
resposta à sobrecarga oxidante resultante. Estudos realizados sugerem que oxidantes 
e hormonas como insulina estão envolvidos na activação do MTHBR através da 
estimulação da glicólise pela fosforilação dos resíduos de tirosina da proteína de banda 
3, uma proteína envolvida na regulação da glicólise através da sua participação na 
transdução de sinal por parte da insulina e regulação de enzimas glicolíticos (Marques 
et al, 1999).  
Comparando os resultados das actividade do oxidorredutase e do MTHBR na 
insuficiência renal crónica, verifica-se uma diminuição da actividade do oxidorredutase 
e um aumento na MTHBR, o que provavelmente se deve ao facto das reacções 
catalisadas por ambos os enzimas dependerem de NADH originado da glicólise como 
cofactor, pelo que o consumo desta molécula por um dos enzimas, diminuirá a 
disponibilidade de NADH para o outro, diminuindo a sua actividade. O facto do MTHBR 
apresentar uma maior actividade deve-se à formação de metHb devido à presença de 
elevada sobrecarga oxidante, e o facto da acumulação de metHb ser mais prejudicial 
para a célula, por mecanismos já referidos (Umbreit, 2007). 
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2. Importância do polimorfismo genético da haptoglobina na 
insuficiência renal crónica: Contribuição para o processo 
inflamatório 
 
A haptoglobina consiste numa proteína de fase aguda cuja principal função consiste 
na captação da Hb livre, evitando assim problemas associados com a sua conversão a 
metHb e excesso de ferro em circulação. Verificou-se também que a Hp apresenta 
funções moduladoras no processo inflamatório, ao estimular a angiogénese e modular 
as funções de linfócitos e macrófagos. 
Uma das propriedades mais estudadas da Hp consiste na existência de três 
fenótipos da proteína, responsáveis por modificarem propriedades como a sua 
afinidade de ligação à Hb e consequentemente, os mecanismos de defesa antioxidante.  
Neste trabalho determinou-se o fenótipo da haptoglobina em dadores controlo e 
indivíduos com insuficiência renal, tendo-se verificado maior prevalência do fenótipo 
Hp2-2 nos pacientes IRC (40,58%).  
O fenótipo Hp2-2 está associado a uma menor afinidade da Hp pela Hb e a doenças 
cardiovasculares. O aumento da frequência de Hp2-2 na insuficiência renal pode estar 
relacionada com o aumento de circulação de Hb livre. A Hb em circulação, como já foi 
referido, se não for captada converte-se em metHb, que oxida lipoproteínas 
promovendo aterosclerose e inflamação através da estimulação de diversas citocinas e 
moléculas de adesão. Logo numa situação de aumento de metHb livre, esta promoverá 
constantemente o processo inflamatório (inflamação crónica) que pode danificar o rim, 
dano que se não for reparado pode progredir para a insuficiência renal crónica. Esta 
informação está em concordância com a relação observada entre o fenótipo Hp2-2 e 
uma maior concentração plasmática de IL-6 (p=0,001, teste Kruskal-Wallis). 
A IL-6 consiste numa citocina pró-inflamatória responsável pela indução de 
proteínas de fase aguda, replicação e diferenciação de células imunitárias, que 
consequentemente danificam tecidos. 
Logo a associação Hp2-2 com citocinas pode estar na base da prevalência do 
fenótipo na insuficiência renal crónica. O fenótipo Hp2-2 resulta numa forma da Hp 
com menor afinidade pela Hb, resultando num aumento da metHb livre em circulação, 
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que, através do seu ferro hémico, promove a resposta inflamatória através da 
estimulação de moléculas de adesão e citocinas, das quais faz parte o IL-6. 
 
 
3. Importância do metabolismo da homocisteína na insuficiência 
renal crónica: Variações genéticas associadas 
 
A homocisteína consiste num produto reactivo intermediário resultante de duas vias 
metabólicas (remetilação e transsulfuração) que se liga a proteínas, alterando as suas 
propriedades (principalmente através da degradação de lisinas e cisteínas). 
Observou-se que os indivíduos insuficientes renais apresentavam concentrações 
plasmáticas de homocisteína acima dos valores normais. Estes resultados foram de 
acordo com o esperado, tendo-se verificado hiperhomocisteinemia na insuficiência 
renal crónica. A principal forma através da qual níveis elevados de homocisteína 
induzem a patologia envolve lesão endotelial através da produção de radicais livres, 
redução da biodisponibilidade de NO, redução da actividade de enzimas antioxidantes 
e inibição da proliferação celular. 
 
Relativamente ao estudo dos polimorfismos do MTHFR na IRC, não se verificou o 
resultado esperado. 
O MTHFR consiste num enzima responsável pelo controlo da metabolização de 
homocisteína, isto porque o MTHFR está envolvido na síntese de 5-metil-
tetrahidrofolato, o principal dador de carbono na remetilação de homocisteína a 
metionina. Logo diminuição da actividade deste enzima traduz-se num aumento da 
concentração de homocisteína. 
O MTHFR apresenta um polimorfismo C→T na posição 677 do gene, este 
polimorfismo foi associado a hiperhomocisteínemia, dado reduzir a actividade do 
enzima. Nos resultados obtidos não se verifica uma prevalência do alelo T no grupo 
IRC (35,92%), o que seria esperado devido aos resultados de hiperhomocisteínemia 
associados à patologia. 
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A prevalência do genótipo CC na população IRC pode indicar que a 
hiperhomocisteínemia associada à patologia não depende directamente do MTHFR mas 
que poderá ter origem num outro enzima (ex.: CBS).  
Verifica-se no entanto que o polimorfismo CT se encontra associado a maiores 
concentrações de sVCAM-1 (p=0,021, teste Kruskal-Wallis), tendo em consideração 
que este polimorfismo resulta num aumento da concentração de homocisteína, esta 
relação indica que a homocisteína pode ser responsável pelo aumento dos níveis de 
moléculas de adesão, sendo um promotor da resposta inflamatória. A relação 
observada está provavelmente relacionada com danos oxidantes e na modificação de 
proteínas pós-tradução por parte da homocisteína, sendo que o aumento dos níveis de 
sVCAM-1 associado pode estar relacionado com a redução da sua eliminação a nível 
renal e/ou com a activação do sistema imunitário por parte de células alteradas pela 
homocisteína, visto que a sobrecarga oxidante e modificação de proteínas pode 




4. O polimorfismo sintase do óxido nítrico 
 
eNOS consiste num enzima responsável pela síntese de NO ao nível do endotélio, 
estando envolvido nas propriedades anti-ateroscleróticas, anti-isquémicas, anti-
hipertensoras e anti-trombóticas do NO, dado este actuar junto aos tecidos onde é 
libertado. As propriedades referidas devem-se ao NO estimular vasodilatação 
(prevenindo apoptose), crescimento endotelial, captação de superóxido e inibir 
peroxidação de lípidos, geração de ROS, expressão de enzimas oxidantes e a 
aderência/agregação plaquetárias. 
A análise dos resultados obtidos não indicou nenhuma  relação entre o polimorfismo 
estudado e a insuficiência renal crónica. Esperava-se que um dos polimorfismos menos 
comuns se encontrasse em maior percentagem na insuficiência renal crónica, podendo 
assim estar envolvido na indução da insuficiência renal através da diminuição da 
actividade eNOS. 
FACTORES DE RISCO NA INSUFICIÊNCIA RENAL CRÓNICA: 
Estudo de Factores Genéticos e Bioquímicos Que Possam Contribuir Para a Patologia. 




5. Importância do metabolismo do ferro no processo inflamatório 
 
Observam-se correlações inversas entre a concentração de ferro plasmática, a 
concentração plasmática de GSH e a razão GSH/GSSG. 
Este resultado deve-se ao facto do ferro livre aumentar as actividades de GSH 
transferase e GSH peroxidase, estando a acumulação de ferro associada a uma 
redução da concentração de GSH e consequentemente à capacidade redutora da 
célula, podendo comprometer a sua integridade (Núñez et al, 2004).  
Recentemente descobriu-se um possível mecanismo através do qual o ferro diminui 
a síntese de GSH limitando a L-cisteína disponível (Lall et al, 2008), um dos 
aminoácidos necessários para a síntese do glutationo. 
 
Relativamente à ferritina, esta consiste na principal proteína captadora de ferro, 
sendo responsável pelo armazenamento deste. A ferritina encontra-se principalmente 
no fígado, baço e medula óssea. 
O doseamento de ferritina no organismo serve como indicador da quantidade de 
ferro no mesmo, estando a determinação da concentração de ferritina em circulação 
correlacionada com a quantidade de ferro no organismo (1ng/mL de ferritina no 
plasma corresponde a 8 mg de ferro armazenado) (de acordo com COBAS® INTEGRA 
Ferritin kit). 
Observa-se uma correlação inversa entre as concentrações plasmáticas de ferritina 
e E-selectina (p=0,018, correlação de Spearman). Este resultado não era o esperado 
visto que a expressão de ferritina supostamente aumenta em resposta à inflamação, 
podendo a síntese de ferritina ser induzida por citocinas pró-inflamatórias. A síntese de 
ferritina funciona como um sistema de defesa antioxidante devido às suas 
propriedades captadoras de ferro (Sharkey et al, 2009). A possível interferência de 
agentes terapêuticos (ex.: eritropoietina) pode estar na origem da correlação 
observada. 
Outra correlação observada foi entre as concentrações plasmáticas de ferritina e 
homocisteína (p=0,046, correlação de Spearman). Esta correlação aparenta estar em 
concordância com o que foi referido acima. A acumulação da homocisteína plasmática 
pode causar lesões no endotélio que desencadeiam o processo inflamatório e que 
devido à síntese de citocinas induzem a expressão de ferritina. 
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O facto da expressão da ferritina ser aumentada em situações de inflamação fazem 
que esta proteína seja considerada por muitos autores uma proteína de fase aguda.  
 
 
6. Processo inflamatório na insuficiência renal crónica 
 
A resposta inflamatória tem como principal objectivo isolar e reparar tecidos 
infectados. Durante o processo inflamatório dá-se a produção de citocinas e moléculas 
de adesão que actuam em determinados receptores com diversos efeitos, vários dos 
quais prejudiciais para o organismo, especialmente quando em situações de inflamação 
crónica em que elevadas concentrações de citocinas podem migrar através da 
circulação desencadeando processos inflamatórios em diversos órgãos. 
A resposta inflamatória está associada à insuficiência renal crónica visto poder 
causar lesões ao nível renal, pelo que concentrações elevadas de citocinas e moléculas 
de adesão têm sido observadas na patologia. 
Dado a presença de citocinas e moléculas de adesão na inflamação, era de se 
esperar que os resultados obtidos revelassem correlações entre os participantes na 
inflamação estudados na patologia. 
Destas a correlação directa observada entre o TNF- e o IL-6 era das mais 
esperadas (p=0,000, correlação de Spearman), dado o TNF- induzir a síntese de IL-6 
através da activação NF-kB. Observando-se o mesmo em relação à E-selectina 
(=0,021, correlação de Spearman), onde estudos prévios também referem a via NF-
kB como forma do TNF- estimular a síntese da molécula de adesão (Rahman et al, 
1998). 
A relação IL-6 com a proteína reactiva C (p=0,001, correlação de Spearman) e a 
sVCAM-1 (p=0,048, correlação de Spearman) aparenta indicar uma regulação por 
parte da citocina e das suas vias de sinalização.  
A IL-6 é produzida por células em resposta a lesão, activando diversas cascatas de 
sinalização, pelo que a aterosclerose associada a IL-6 pode ser resultado da sua 
activação de moléculas de adesão, que em níveis elevados resulta num aumento da 
adesão monocitária que promove a aterosclerose. 
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Todos os indivíduos com insuficiência renal crónica neste estudo faziam 
hemodiálise. Esta através da remoção de diversas moléculas em circulação pode 
influenciar diversos factores estudados. Dado o acesso ao sistema circulatório da 
hemodiálise, esta pode desencadear o processo inflamatório devido à entrada de 
patogéneos na circulação. 
As correlações observadas com o tempo de hemodiálise são curiosas dado existir 
uma correlação inversa com o TNF- (p=0,014, correlação de Spearman) e uma 
directa com o sVCAM-1 (p=0,002, correlação de Spearman).  
A relação directa com o sVCAM indica uma possível reacção inflamatória devido à 
hemodiálise, não podendo tal ser confirmado visto não se ter verificado mais nenhuma 
correlação directa com outro participante da resposta inflamatória (ex.: citocinas). 
A relação inversa com o TNF- já se encontra mais em concordância com a 
bibliografia estudada, que refere que a hemodiálise reduz a concentração de TNF- 
através da remoção de toxinas que induzem a libertação de TNF- de monócitos e 
potenciando o efeito de antagonistas do TNF- que reduzem os efeitos prejudiciais 
desta (Al-Koussi et al, 1994). 
Verificou-se a presença de maiores concentrações de IL-6, proteína reactiva C e 
sVCAM-1 em indivíduos insuficientes renais crónicos com doença coronária e doença 
arterial periférica. Estes resultados não são de estranhar visto o processo inflamatório 
desempenhar um papel crítico na formação da placa aterosclerótica e mecanismos de 
lesão no endotélio (Rifai, 2001). 
A IL-6 como já foi referido induz a expressão da proteína reactiva C e VCAM-1, 
sendo a sua relação com a doença arterial periférica conhecida. Esta aparentemente é 
resultante de uma resposta inflamatória constante num local do endotélio lesado, que 
induzirá a expressão de IL-6 que através das suas vias de sinalização induz a 
expressão de sVCAM-1 e proteína reactiva C. 
O sVCAM-1 dado o seu papel de adesão e migração de leucócitos nas células 
endoteliais pode ser responsável pelo inicio ou agravamento de lesões ateroscleróticas 
(Blankenberg et al, 2001). 
Relativamente à proteína reactiva C esta é reconhecida como um possível factor de 
risco de doença coronária quando em excesso, no entanto o seu papel nesta patologia 
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não se encontra definido, podendo estar relacionado com a acumulação de macrófagos 





7. Associações entre o processo inflamatório, sobrecarga oxidante e 
metabolismo do NO na IRC 
 
A resposta inflamatória tem como mediadores citocinas, que estimulam a expressão 
de diversas outras moléculas (incluindo outras citocinas e moléculas de adesão). A 
permanência da actividade destas moléculas traduz-se numa situação de resposta 
inflamatória crónica, causando lesões nos tecidos por diversos mecanismos incluindo 
sobrecarga oxidante. 
Os resultados obtidos traduzem uma relação entre o aumento da concentração de 
participantes da resposta inflamatória e o aumento da concentração plasmática de 
nitrotirosina. 
A nitrotirosina é considerado um indicador do processo inflamatório, visto o 
aumento da sua concentração indicar um aumento da nitrosação  dos resíduos tirosina 
de proteínas (com consequentes alterações de funções) por parte de peroxinitrito. 
Logo um aumento da concentração de nitrotirosina traduz um aumento da sobrecarga 
oxidante, sendo esta indicada pelo aumento da formação de peroxinitrito a partir de 
NO e o anião superóxido. 
Verificou-se uma correlação directa entre a concentração plasmática de IL-6 com a 
concentração plasmática de nitrotirosina (p=0,014, correlação de Spearman) e uma 
tendência directa entre esta com a concentração plasmática de sVCAM-1 (p=0,063, 
correlação de Spearman). 
Estes resultados traduzem uma relação entre a resposta inflamatória, a sobrecarga 
oxidante, alterações proteicas e diminuição da disponibilidade de NO, demonstrando 
assim uma das vias através da qual a  resposta inflamatória prolongada causa lesões 
em tecidos, incluindo a nível renal, e a indução do processo inflamatório em situações 
de sobrecarga oxidante. 
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O mecanismo pelo qual a sobrecarga oxidante induz o processo inflamatório 
envolverá a activação de NF-kB (um factor de transcrição que medeia a transcrição de 
diversas proteínas) por espécies reactivas de oxigénio. Esta activação induz a 
expressão de citocinas (IL-6), moléculas de adesão (VCAM) e do iNOS. De acordo com 
a correlação observada a expressão de VCAM-1 pode ser induzida pela IL-6, pelo que a 
tendência observada com a concentração da nitrotirosina pode ser consequência do 
aumento da expressão de IL-6. Relativamente ao iNOS, este produzirá NO que inibirá a 
expressão de eNOS e que devido ao ambiente oxidante formará peroxinitrito ao reagir 
com o anião superóxido. Tal resulta em lesões nos tecidos por lipoperoxidação, 
vasoconstrição (diminuição da disponibilidade de NO no endotélio), entre outros. 
A activação  da via NF-kb também justifica a correlação observada entre a idade dos 
indivíduos insuficientes renais crónicos com a IL-6 (p=0,034, correlação de Spearman) 
e a sVCAM-1 (0,002, correlação de Spearman), visto o processo de envelhecimento 
estar relacionado com a acumulação de lesões oxidantes em macromoléculas 
(Hamilton et al, 2001). 
Logo, a via NF-kB aparenta ser responsável pela expressão de IL-6 e sVCAM-1 na 
sobrecarga oxidante associada à insuficiência renal crónica e no aumento da produção 
de citocinas e moléculas de adesão com a idade. 
Esta relação também deve estar na origem da correlação inversa observada entre a 
proteína reactiva C e a actividade do oxidorredutase eritrócitária. Tendo o 
oxidorredutase funções de diminuição da sobrecarga oxidante no glóbulo, prevenirá a 
sua hemólise e a resposta inflamatória consequente. Logo uma maior actividade de 
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8. Associações entre mecanismos da defesa antioxidante e 
metabolismo do NO na insuficiência renal crónica 
 
Dos resultados obtidos, verifica-se uma correlação directa entre a actividade do 
MTHBR com a concentração de glutationo total (p=0,027, correlação de Spearman) e a 
sua razão (p=0,036, correlação de Spearman) na patologia estudada. Este resultado é 
curioso visto ter-se observado um aumento da actividade do enzima na insuficiência 
renal crónica em relação aos controlos e uma diminuição da razão GSH/GSSG na 
patologia em relação ao grupo controlo. 
 
Observa-se também uma correlação directa entre a razão GSH/GSSG e a 
concentração plasmática de nitrato na IRC (p=0,027, correlação de Spearman). Como 
já foi referido o nitrato consiste num produto da oxidação do NO, que em circulação 
pode oxidar a hemoglobina. O aumento da concentração de nitrato pode indicar um 
aumento da sobrecarga oxidante no organismo resultante do processo inflamatório na 
insuficiência renal crónica. Esta relação entre a razão GSH/GSSG e a concentração 
plasmática de nitrato está de acordo com outros trabalhos realizados que sugerem que 
GSH é necessário para o correcto funcionamento do iNOS, regulando a sua actividade 
e os níveis de mRNA do enzima em hepatócitos quando estimulados com citocinas 
(Harnbrecht et al, 1997). Sendo o iNOS a principal fonte de NO como oxidante, 
principalmente em situações de inflamação, o aumento da concentração de nitrato 
estará relacionado com um aumento da actividade do iNOS e da produção de NO, que 
através das suas propriedades oxidantes formará nitrato. 
Os mecanismos através dos quais o GSH induz a actividade do iNOS ainda não são 
compreendidos, podendo esta regulação do iNOS por parte do GSH ser resultado deste 
ser um cofactor, estabilizar a transcrição do enzima ou de outros cofactores e/ou 
proteger o enzima de radicais livres (Harnbrecht et al, 1997). O iNOS requer NADPH, 
cálcio e FAD para a sua actividade. O NADPH também é necessário para o glutationo 
redutase de forma a reciclar o GSSG em GSH. Logo uma maior concentração de GSH 
irá requerer menor actividade do glutationo redutase e consequentemente aumentar a 
biodisponibilidade do NADPH para o iNOS, aumentando a sua actividade. 
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A tendência directa observada entre a actividade do oxidorredutase do NADH e a 
actividade do eNOS (p=0,060, correlação de Spearman) estará provavelmente 
relacionada com a prevenção da hemólise por parte do oxidorredutase com 
consequente activação do eNOS. 
Quando o glóbulo vermelho se encontra numa situação de sobrecarga oxidante a 
Hb forma metaHb, esta reacção pode ser prevenida através da redução de oxidantes 
no glóbulo vermelho (por mecanismos como o GSH ou oxidorredutase) ou pela 
conversão de metHb a Hb pelo MTHBR. No caso da formação do metHb não ser 
controlada devidamente dá-se um aumento da rigidez do eritrócito que leva à 
hemólise, ocorrendo a libertação de metHb na circulação. A metHb quando livre na 
circulação oxida lipoproteínas e promove a inflamação, estimulando a libertação de 
diversas citocinas pró-inflamatórias (ex.: IL-6) (Shah e Billiarm, 1998). Estas, como já 
foi referido, estimulam a expressão de iNOS em diversas células, o que diminui a 
expressão do eNOS por auto-inibição. Logo uma maior actividade do oxidorredutase do 
NADH contribuirá para uma maior actividade eNOS através da prevenção de hemólise 
por parte da sobrecarga oxidante. 
Devido a estes mecanismos, as menores actividades de oxidorredutase e eNOS 
observadas em pacientes IRC com doença coronária era esperada. O aumento da 
sobrecarga oxidante no eritrócito, reduz a de oxidorredutase favorecendo a actividade 
do MTHBR e contribuindo para a activação do processo inflamatório resultante da 
hemólise, sendo que os participantes da resposta inflamatória podem contribuir para 
doenças coronárias por mecanismos já referidos. Relativamente ao eNOS, a diminuição 
da sua actividade associada à doença coronária deverá estar relacionada a lesões no 
endotélio originadas da formação de placas ateroscleróticas e/ou a autoinibição do 
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9. Correlações envolvendo Ácido Úrico 
 
O ácido úrico consiste no produto final do metabolismo de purinas e existe em 
circulação de forma a chegar aos rins onde é excretado, sendo a sua concentração 
plasmática um dos factores para avaliar a função renal.  
Sendo tóxico para a maioria dos tecidos, o ácido úrico quando em excesso 
encontra-se associado a doenças cardiovasculares, não estando o seu papel nestas 
patologias definido (Ishizaka et al, 2007).  
Neste trabalho observa-se uma correlação directa entre a concentração plasmática 
de ácido úrico e a pressão arterial, o que está de acordo com o que já foi referido. As 
possíveis causas através das quais o ácido úrico se encontra relacionado ao aumento 
da pressão arterial envolve:  o aumento do ácido úrico plasmático através do aumento 
dos níveis de lactato produzido, devido a hipoxia resultante da pressão arterial elevada 
em certos tecidos e que diminui a secreção da ureia a nível renal (Cannon et al, 1966); 
possíveis efeitos prejudiciais do ácido úrico na função endotelial, metabolismo 
oxidante, adesão e agregação plaquetária (Newland 1975); a acumulação de ureia em 
cristais (gota) que activa o processo inflamatório estimulando a produção de proteínas 
de fase aguda e moléculas oxidantes (Ohno et al, 2001). 
 
A correlação directa observada entre o ácido úrico e a oxidorredutase é curiosa 
podendo ser questionável. Como já foi referido a insuficiência renal crónica resulta 
numa diminuição da actividade oxidorredutase do ertrócito de forma a favorecer a 
actividade MTHBR, sendo que o ácido úrico contribui para a sobrecarga oxidante e 
processo inflamatório. Logo esta correlação deverá ter sido resultado da diminuição do 
ácido úrico plasmático por parte da hemodiálise a que os indivíduos insuficientes renais 
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10. Correlações envolvendo actividade ACP1 
 
A ACP1 consiste numa fosfatase ácida do glóbulo vermelho, capaz de hidrolisar e 
inibir diversas moléculas (Dissing et al, 1991), cujo o papel fisiológico não se encontra 
completamente definido, tendo-se conhecimento que apresenta funções de transdução 
de sinal, sinalização de receptores de células T e regulação de flavoenzimas (Gloria-
Bottini et al, 2008). Destas funções a mais conhecida envolve o controlo do 
metabolismo da glucose através da regulação dos efeitos da insulina por 
desfosforilização de tirosinas dos receptores que são fosforilados após ligação da 
insulina. Uma alta actividade da ACP1 tem sido relacionada com os mecanismos de 
resistência à insulina presentes na diabetes (Marques et al, 2000).  
 
Os resultados obtidos demonstram a presença de uma maior actividade ACP1 na 
patologia de IRC (controlos: 188,45±43,17; IRC: 333,90±86,60). 
A maior actividade ACP1 observada para os indivíduos com a patologia aparenta 
sugerir que oxidantes (em maior concentração como resultado do estado inflamatório 
constante da insuficiência renal crónica) induzem a activação do enzima, estudos para 
determinar com exactidão os mecanismos de activação do ACP1 em insuficiência renal 
crónica são necessários, podendo estar relacionados com a correlação inversa 
observada entre a ACP1 e a concentração de nitrato (p=0,007). 
Esta correlação apresenta alguma importância visto estar de acordo com trabalhos 
que indicam que o NO inibe diversas fosfatases. Esta inibição aparenta ocorrer através 
da reacção do NO com um resíduo de cisteína presente em diversas fosfatases (Cys-
12), formando um S-nitrosotiol seguido da formação de uma ponte dissulfidica entre os 
resíduos de cisteína Cys-12 e Cys-17 do centro activo (Caselli et al, 1994). Esta inibição 
de fosfatases pelo NO aparenta ser um mecanismo do controlo destes enzimas visto 
poder ser revertida por tióis de baixo peso molecular como cisteína e GSH (Caselli et 
al, 1995).  
Devido aos danos no endotélio, a produção de NO no estágio final da insuficiência 
renal crónica será diminuída, resultando numa maior actividade ACP1. 
Relativamente à tendência directa observada entre a actividade ACP1 e a actividade 
MTHBR (p=0,055, correlação de Spearman), esta indica um aumento da sobrecarga 
oxidante. Como já foi referido uma situação de sobrecarga oxidante resulta na 
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formação de metHb e na consequente activação do MTHBR, estando o aumento da 
actividade ACP1 relacionada com a diminuição da concentração de NO. 
Esta diminuição pode fazer parte do mecanismo pelo qual o aumento da actividade 
ACP1 está relacionado com o aumento da pressão arterial, o qual ainda não se 
encontra definido mas que se julga que também pode envolver a participação da ACP1 
em mecanismos do sistema imunitário, tendo sido referido a sua relação com a 
formação da placa aterosclerótica (Banci et al, 2001). 
Contudo nos resultados obtidos verificou-se uma correlação inversa entre a 
actividade ACP1 e a pressão arterial (p=0,036, correlação de Spearman) que 
provavelmente terá origem na terapêutica para a hipertensão seguida pelos indivíduos 
deste estudo. 
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A insuficiência renal crónica consiste numa patologia caracterizada pela diminuição 
progressiva da função renal resultando num desequilíbrio químico no organismo devido 
à acumulação de toxinas e excreção de metabolitos necessários ao organismo, sendo 
caracterizado por um estado de inflamação crónica. Neste trabalho estudou-se a 
relação de diversos factores com a insuficiência renal crónica, vários dos quais 
envolvidos na sobrecarga oxidante e no processo inflamatório. 
 
Como já era esperado observou-se um estado de sobrecarga oxidante nos pacientes 
com IRC. Esse estado foi determinado devido à diminuição da razão GSH/GSSG, um 
indicador do estado redox, e ao aumento de actividade do MTHBR como consequência 
da formação de metaHb, estando este aumento de actividade associado à diminuição 
da actividade do oxidorredutase de NADH, visto ambos os enzimas requererem NADH 
proveniente da glicólise. 
 
Confirmou-se a presença de inflamação crónica nos pacientes com insuficiência 
renal crónica. Esta geralmente é determinada através da presença de concentrações 
plasmáticas elevadas de citocinas e moléculas de adesão. Observou-se que a 
concentração plasmática de nitrotirosina apresenta uma correlação directa com a 
concentração plasmática de IL-6 e uma tendência directa com a concentração 
plasmática de sVCAM-1. Estas correlações também relacionam o processo inflamatório 
com a sobrecarga oxidante observada, visto a nitrotirosina ser resultado da nitrosação 
de resíduos de tirosina de diversas proteínas com consequentes alterações de funções. 
Tanto a sobrecarga oxidante como a presença de resposta inflamatória, e consequente 
aumento da expressão de ferritina, foram associadas a um aumento da concentração 
plasmática de homocisteína. 
 
A maioria dos resultados obtidos do metabolismo do NO estavam de acordo com o 
esperado/estudado. O NO é uma molécula central na sobrecarga oxidante e inflamação 
na insuficiência renal crónica, sendo relevantes a correlação inversa entre a 
concentração plasmática de nitrato e a actividade ACP1 (tendo-se observado uma 
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maior actividade na IRC) e a correlação directa entre a concentração de nitrato e a 
razão GSH/GSSG mesmo com a diminuição desta na insuficiência renal, indicando um 
papel na activação do iNOS por parte do glutationo e da inibição do ACP1 pelo NO. 
Observou-se também que o funcionamento dos sistemas de defesa oxidante é 
essencial para a actividade eNOS e suas funções. A tendência observada entre as 
actividades oxidorredutase e eNOS indica que a sobrecarga oxidante diminui a 
produção de NO endotelial, lesando o endotélio e alterando a pressão arterial entre 
outros factores. 
 
Outro resultado relevante foi a maior percentagem do fenótipo Hp2-2 da 
haptoglobina encontrado na insuficiência renal crónica, resultando numa menor 
afinidade da molécula à Hb, tornando o organismo mais susceptível aos efeitos da Hb 
livre,  um indutor da resposta inflamatória e de sobrecarga oxidante. 
 
Relativamente a relações encontradas entre os factores estudados e as doenças 
coronária e arterial periférica a presença de concentrações elevadas de citocinas e 
moléculas de adesão era esperada dada a sua conhecida contribuição para efeitos 
como aterosclerose. A diminuição da actividade eNOS também era esperada dadas as 
funções do NO endotelial. 
 
Convém referir que os indivíduos IRC que participaram neste estudo eram alvo de 
hemodiálise e tomavam medicação específica para as suas patologias (dislipidemia, 
doença coronária, etc...). 
A terapêutica seguida provavelmente influenciou alguns dos resultados obtidos, não 
sendo alguns referidos na discussão dada a sua improbabilidade. Destes convém 
referir: 
 
 A correlação directa entre a idade e a concentração plasmática de nitrito e a 
maior concentração plasmática de nitrito encontrada na doença coronária que 
provavelmente surgem dos sujeitos consumirem nitrito de forma a baixar a sua 
pressão arterial;  
 A presença de menores concentrações plasmáticas de colesterol nos indivíduos 
com doença coronária e arterial periférica e as correlações inversas do 
colesterol/índice de massa corporal com o sVCAM-1. A diminuição de colesterol 
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consiste numa terapia usual em indivíduos com estas patologias, sendo a 
administração de estatinas a mais utilizada; 
 A presença de menores concentrações de homocisteína nos indivíduos com 
doença coronária e arterial periférica. Provavelmente devido ao consumo de 
metionina, ácido fólico e vitaminas B6 e B12; 
 A correlação directa entre razão GSH/GSSG e a idade observada e a maior 
razão associada à doença coronária. Terapias para restabelecer o glutationo 
são usadas de forma diminuir a sobrecarga oxidante e com efeitos 
vasodilatadores na aterosclerose, podendo tal ser feito através do consumo de 
N-acetilcisteína, metionina, ascorbato e/ou taurina.   
 
Além de hemodiálise, todos os sujeitos insuficientes renais deste estudo tomavam 
eritropoietina. 
A eritropoietina consiste numa citocina produzida no fígado que controla a produção 
de eritrócitos na medula óssea, sendo receitada a pacientes com anemia derivada de 
insuficiência renal crónica durante a diálise. Isto porque além das suas funções 
promotoras da eritropoiese, a citocina protege os eritrócitos da apoptose. 
Devido a estas características a eritropoietina aumenta o hematócrito dos pacientes 
a que é receitada (Pinevich e Petersen, 1992), pelo que pode influenciar os resultados 
de actividades de enzimas nos eritrócitos, especialmente o do oxidorredutase do NADH 
(cujo valor do hematócrito é essencial no cálculo da actividade). 
 
Os resultados obtidos indicam possíveis alvos para tratamento e prevenção da 
insuficiência renal crónica e traduzem uma relação íntima entre a IRC, a resposta 
inflamatória e a sobrecarga oxidante. Sendo de particular relevância a predisposição 
genética observada para a IRC nos polimorfismos estudados. 
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1. Equipamento e Reagentes  
1.1 Equipamento 
 
 Espectrofluorimetro Shimadzu RF-5000; 
 Termociclador Applied Biosystem GeneAmp PCR System 2700; 
 Centrífuga BIOFUGE pico Heraeus; 
 Tubos K3EDTA de recolha de sangue Terumo Venojet; 
 Espectrofotómetro Pharmacia LKB-Ultrospec III 
 Tina de electroforese Alfagene 
 Fonte de alimentação BIO-RAD Power PAC 300 




 Tampão KCl, MBI Fermentas, St Leon-Rot, Alemanha; 
 Solução dNTP mix 10mM Roche Diagnostics, Indianapolis, EUA; 
 Dicloreto de Magnésio, MBI Fermentas, St Leon-Rot, Alemenha; 
 Taq Polimerase, MBI Fermentas, St Leon-Rot, Alemanha; 
 DMSO Merck Darmstadt, Germany; 
 Primers NOS preparados por Invitrogen; 
 Primers MPO preparados por Invitrogen; 
 Primers MTHFR preparados por Invitrogen; 
 Brometo de etídio Sigma Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, EUA; 
 Agarose Seakem LE Lambrex Bio Science Rockland Inc, Rocklan, EUA; 
 Agarose Nusieve 3:1 Lambrex Bio Science Rockland Inc, Rockland, EUA; 
 Solução de deposição, Sigma Aldrich Chemical Corporation; 
 Ácido meta-fosfórico Merck Darmstadt, Germany; 
 Dihidrogenofosfato de sódio Merck Darmstadt, Germany; 
 Hidrogenofosfato de sódio Merck Darmstadt, Germany; 
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 Hidróxido de sódio Merck Darmstadt, Germany; 
 Glutationo reduzido Sigma Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, EUA: 
 Glutationo oxidado Sigma Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, EUA: 
 Orto-ftaldeído Sigma Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, EUA: 
 N-etilmaleína Sigma Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, EUA: 
 Marcador de massa molecular (low range) Fermentas; 
 Ferricianeto de potássio May & Baker; 
 NADH Sigma Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, EUA 
 
 
2. Gráficos das correlações/tendências observados nos 
testes não paramétricos 
 
2.1 Relações entre sobrecarga oxidante e metabolismo do NO 
 
 
Figura 40: Representação gráfica da variação da actividade de MTHBR com a concentração de GSH em 
indivíduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,024). 
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Figura 41: Representação gráfica da variação da actividade de MTHBR com a razão GSH/GSSG em 




Figura 42: Representação gráfica da variação da actividade de oxidorredutase dependente de NADH com 
a actividade eNOS em indivíduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,050). 
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Figura 43: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de GSH com a concentração 





Figura 44: Representação gráfica da variação da razão GSH/GSSG com a concentração plasmática de 
ferro livre em indivíduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,012). 
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Figura 45: Representação gráfica da variação da razão GSH/GSSG com a concentração plasmática de 





Figura 46: Representação gráfica da variação da conccentração plasmática de ácido úrico com a 
actividade do oxidorredutase dependente de NADH em indivíduos com insuficiência renal crónica. 
Correlação de Spearman (p=0,009). 
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Figura 47: Representação gráfica da razão glutationo total/GSSG com a concentração plasmática de 





Figura 48: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de nitrito com a concentração 
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2.2 Relações entre resposta inflamatória e sobrecarga oxidante 
 
 
Figura 49: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de IL-6 com a concentração 





Figura 50: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de IL-6 com a concentração 
plasmática de TNF em indivíduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (=0,000). 
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Figura 51: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de IL-6 com a concentração 





Figura 52: Representação gráfica da variação da concentração plasmática da proteína reactiva C com a 
concentração plasmática de IL-6 em indivíduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman  
(p=0,001). 
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Figura 53: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de E-selectina com a 






Figura 54: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de sVCAM com a concentração 
plasmática de nitrotirosina em indivíduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman 
(p=0,063). 
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Figura 55: Representação gráfica da variação da razão GSH/GSSG com a idade em indíviduos com  





Figura 56: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de IL-6 com a idade em 
indíviduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,034). 
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Figura 57: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de sVCAM com a idade em 





Figura 58: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de nitrito com a idade em 
indíviduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,004). 
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Figura 59: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de TNF- com o tempo de 





Figura 60: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de sVCAM-1 com o tempo de 
hemodiálise em indíviduos com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,002). 
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Figura 61: Representação gráfica da variação da concentração de proteína reactiva C com a actividade 






Figura 62: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de homocisteína com a 
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    2.3 Correlações ACP1 
 
 
Figura 63: Representação gráfica da variação da actividade de MTHBR com a actividade de ACP1 em 





Figura 64: Representação gráfica da variação da actividade do ACP1 com a concentração plasmática de 
nitrato em pacientes com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,007). 
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Figura 65: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de E-selectina com a 







Figura 66: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de nitrotirosina com a 
concentração plasmática de nitrito em pacientes com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman 
(p=0,024). 
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   2.4. Relações envolvendo o fluxo sanguíneo 
 
 
Figura 67: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de nitrito com a pressão de 
pulso em pacientes com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,066). 
 
 
Figura 68: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de GSH com a pressão de 
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Figura 69: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de GSSG com a pressão de 
pulso em pacientes com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,055). 
 
 
Figura 70: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de colesterol com a pressão de 
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Figura 71: Representação gráfica da variação da concentração plasmática da proteína reactiva C com a 
pressão arterial em pacientes com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,047). 
 
 
Figura 72: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de ácido úrico com a pressão 
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Figura 73: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de ACP1 com a pressão arterial 
em pacientes com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,036). 
 
 
Figura 74: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de sVCAM-1 com a 
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Figura 75: Representação gráfica da variação da concentração plasmática de sVCAM-1 com o índice de 
massa corporal em pacientes com insuficiência renal crónica. Correlação de Spearman (p=0,007). 
 
  
 
